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Verzeichnis der Abkürzungen 
 
Ab  antibody 
Abb.  Abbildung 
ACTH  Adrenocorticotropes Hormon 
AIDS  acquired immune deficiency syndrom 
APP  Akutphase-Protein 
APS  Ammoniumperoxidisulfat 
As  Aminosäure 
ATP  Adenosintriphosphat 
BSA  Bovines Serum Albumin 
BSF  B-cell stimulatory factor 
CIS  cytokine-inducible SH2-containing protein 
CLC  cardiotrophin-like-cytokine 
CLL  Chronische Lymphatische Leukämie 
CNTF  ciliary neurotrophic factor 
cpm  counts per minute 
CRP  C-reaktives Protein 
CSF  colony stimulating factor  
CT-1  Cardiotrophin-1 
dATP  Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP  Desoxycytosintriphosphat 
dGTP  Desoxyguanosintriphosphat 
dTTP  Desoxythymidintriphosphat 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA  desoxyribonucleic acid 
DTT  1,4-Dithio-DL-treitol (Cleland’s Reagenz) 
E. Coli  Escherichia coli 
ECL  enhanced chemoluminescence 
EDTA  ethylendiamine-tetra-acetic acid 
EGF  epidermal growth factor 
EMSA  electrophoretic mobiltiy shift assay 
Epo  Erythropoietin 
Erk  extracellular signal regulated kinase 
ESS  extended SH2 subdomain 
FGF  fibroblast growth factor 
FKS  fötales Kälberserum 
G-CSF  granulocyte colony-stimulating factor 
GDP  Guanosindiphosphat 
GH  growth hormone 
gp  Glykoprotein 
GPI  Glykophosphatidylinositol 
Grb  growth factor receptor bound protein 
GST  Glutathion-S-Transferase 
GTP  Guanosintriphosphat 
h  Stunde 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-2ethansulfonsäure 
IB  Immunblot 
IFN  Interferon 
VI   
Ig  Immunglobulin 
IL  Interleukin 
IP  Immunpräzipitation 
IRS  Insulin Receptor Substrate 
Jab  Jak-binding protein 
Jak  Janus Kinase 
JH  Jak homology 
kDa  Kilodalton 
KIR  kinase inhibitory region 
LB  Luria-Bertani-Medium 
LIF  leukemia inhibitory factor 
MAPK mitogen activated protein kinase 
MHC  major histocompatibility complex 
min  Minute 
OD  Optische Dichte 
OSM  Oncostatin M 
PAA  Polyacrylamid 
PAGE  Polyacrylamid Gelelektrophorese 
PBS  phosphate buffered saline 
PCR  polymerase chain reaction 
PDGF  platelet derived growth factor 
PG  Prostaglandin 
PIAS  protein inhibitor of activated STAT 
PTP  Phospho-Tyrosin-Phosphatase 
pTyr  Phosphotyrosin 
PVDF  Polyvinylidendifluorid 
pY  Phosphotyrosin 
R  Rezeptor 
RT  Raumtemperatur 
RNA  ribonucleid acid 
SDS  sodium-dodecylsulfat 
Ser  Serin 
SH  src homology 
Shc  SH2-/CH-Domänen enthaltendes Protein 
SHP  SH2-domain-containing tyrosine phosphatase 
sIL-6R  soluble IL-6-receptor 
SOCS  suppressor of cytokine signalling 
Sos   son of sevenless 
SSI  STAT-induced STAT inhibitor 
STAT  signal transducer and activator of transcription 
Tab.  Tabelle 
TEMED N, N, N’, N’-Tetramethyl-ethylen-diamin 
TF  Transkriptionsfaktor 
Thr  Threonin 
TNF  Tumor-Nekrose-Faktor 
Tris  Tris(hydroxy)aminomethan 
Tyr  Tyrosin 
U  unit 
upm  Umdrehungen pro Minute 
WT  Wildtyp 
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1 Einleitung 
1.1 Zytokine 
Zur Aufrechterhaltung der Funktion und Koordination eines vielzelligen Organismus ist ein 
komplexes Kommunikationsnetzwerk unabdingbar. Diese Rolle übernehmen zahlreiche 
biochemische Botenstoffe, sogenannte Mediatoren. Glanduläre Hormone wie z.B. Glukagon 
und Insulin werden nach ihrer Synthese in Drüsen gespeichert und auf einen adäquaten Reiz 
hin sezerniert. Über den Blutstrom können sie auf vom Syntheseort weit entfernte Gewebe 
und somit endokrin wirken. Gewebshormone wie Wachstumsfaktoren, neurotrophe Faktoren 
und Zytokine werden nicht als präformierte Moleküle gespeichert, sondern in verschiedenen 
Geweben und Zellen auf unterschiedliche Reize hin schnell synthetisiert und sezerniert. Ihre 
pleiotrope und redundante Wirkung erfolgt para- oder autokrin, aber auch endokrin. Der 
Begriff „Zytokine“ wurde geprägt, um diese Gruppe von immunmodulatorischen Proteinen 
von anderen Wachstumsfaktoren abzugrenzen. Heute weiß man, daß Zytokine nicht nur auf 
Zellen des Immunsystems wirken. Zu den Zytokinen zählen unter anderem die Interleukine, 
das Erythropoietin, das Wachstumshormon, Interferone und der Tumor-Nekrose-Faktor. 
Zytokine beeinflussen die Synthese und Wirkung anderer Zytokine additiv, synergistisch oder 
antagonistisch. In pico- bis nanomolaren Konzentrationen wirken Zytokine über spezifische 
Rezeptorsysteme auf ihre Zielzellen. Die Ligandenbindung aktiviert Signalkaskaden, die eine 
Änderung der Genexpression, die Differenzierung, Proliferation, Apoptose oder Migration der 
Zellen induzieren können. Eine Klassifikation der Zytokine kann nach ihren biologischen 
Funktionen, strukturellen Eigenschaften oder gemeinsam genutzten Rezeptorkomponenten 
erfolgen. 
 
1.2 Interleukin-6 
Als Hauptmediator der Synthese von Akutphase-Proteinen (APP) in der Leber wird 
Interleukin-6 (IL-6) insbesondere bei Infektionen und einer Vielzahl von Traumata 
synthetisiert [1-5]. Virale Nukleinsäuren und bakterielle Endotoxine wirken hierbei als direkte 
Stimuli auf verschiedenste Zelltypen wie Monozyten/Makrophagen, Kupffer’sche 
Sternzellen, Neutrophile, Mastzellen, B- und T-Zellen, Endothelzellen, Fibroblasten, 
vaskuläre glatte Muskelzellen, Osteoblasten und intestinale Epithelzellen [6,7]. Diese 
Zelltypen synthetisieren ein Precursor-Protein, welches nach Abspaltung eines Signalpeptides 
von 28 Aminosäuren als biologisch aktives IL-6 mit einem Molekulargewicht von 26 kDa 
2  Einleitung 
sezerniert wird. Durch O- und N-Glykosylierung erlangt das IL-6 eine 3-4 fach höhere 
Aktivität [8,9]. Aufgrund seiner dreidimensionalen Struktur läßt sich IL-6 der Gruppe der 
langkettigen 4-α-Helix-Bündel-Zytokine mit einer up-up-down-down-Topologie zuordnen, 
der ferner IL-11, leukaemia inhibitory factor (LIF), oncostatin M (OSM), ciliary neurotrophic 
factor (CNTF), cardiotrophin (CT)-1, erythropoietin (Epo), granulocyte colony-stimulating 
factor (G-CSF), IL-12, growth hormone (GH), Prolactin, IL-10, interferon (IFN) α/β und 
Leptin angehören [10,11]. Zusammen mit IL-11, LIF, CT-1, CNTF, OSM und cardiotrophin-
like-cytokine (CLC) bildet IL-6 die Gruppe der IL-6-Typ-Zytokine, die alle über die 
Rezeptoruntereinheit gp130 signalisieren [12,13]. 
Wie auch andere Zytokine zeichnet sich IL-6 durch seine pleiotrope Funktion aus. Als 
immunmodulatorisches Zytokin verfügt es sowohl über anti- als auch pro-inflammatorische 
Eigenschaften. Anti-inflammatorisch wirkt IL-6 durch Verminderung der Synthese der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1 und TNFα [14,15], Hemmung der Produktion anderer pro-
inflammatorischer Zytokine wie GM-CSF und IFN- γ [16] sowie durch Expression des IL-1-
Rezeptor-Antagonisten IL-1-ra und Produktion von löslichem TNF-Rezeptor [17,18]. Ferner 
bewirkt IL-6 durch Stimulation der Adenohypophyse eine vermehrte Freisetzung des 
Adrenocorticotropen Hormons (ACTH), welches über erhöhte Glukokortikoidspiegel im Blut 
die IL-6-Produktion hemmt [18]. Den anti-inflammatorischen Eigenschaften stehen pro-
inflammatorische wie die Aktivierung von Leukozyten gegenüber. Die pleiotropen 
Wirkungen von IL-6 sind in Tabelle 1.1 zusammengefaßt. 
 
 
 Tab. 1.1: Pleiotrope biologische Funktionen des IL-6 [18-22] 
Zielzelle: Wirkung von IL-6: 
B-Zellen - stimuliert die Differenzierung von B-Zellen zu 
Immunglobulin (IgM, IgG, IgA)-produzierenden B-
Zellen  
T-Zellen - Proliferation und Differenzierung  
- Aktivierung von T-Zellen durch Induktion der IL-2 
und IL-2Rα-Expression 
- Erhöhung der Aktivität von natürlichen Killerzellen 
- Differenzierung zu zytotoxischen Killerzellen 
Megakaryozyten - Reifung 
Makrophagen - Reifung zu aktivierten Makrophagen (erhöhte 
 Phagozytose; Expression von Fcγ-Rezeptoren, MHC-
 I- und Adhäsionsmolekülen) 
- Verminderte Ausschüttung von IL-1 und TNF durch 
 Makrophagen 
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- IL-6 führt zusammen mit APP zur Expression von 
IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-1ra) und löslichen 
TNF-Rezeptoren 
hämatopoetische Progenitorzellen - vermehrte Bildung multipotenter hämatopoetischer 
Kolonien 
Hepatozyten - Synthese und Sekretion von APP vom Typ2 und 
Synergismus mit IL-1 bei der Synthese und Sekretion 
von Typ1-APP (z. B. CRP, Serum Amyloid A, 
Serum Amyloid P, Komplementfaktoren B und C3, 
Koagulationsfaktoren) 
Knochen-Metabolismus - Osteoklastenbildung, Induktion der Knochen-
 resorption 
Blutgefäße - Proliferation vaskulärer glatter Muskelzellen durch 
 Induktion der PDGF-Produktion 
- negativ inotrope Wirkung 
Zentrales Nerven System - Auslösen von Fieber durch die Induktion von 
 Prostaglandin E2 (PGE2) 
- Neuronale Differenzierung 
- Induktion der ACTH-Synthese in der Adenohypo- 
    physe, daraus resultierend     
? 
? 
Verstärkte gp130-Expression auf Hepatozyten 
Negatives Feedback auf die IL-6 Produktion  
Plazenta - Sekretion von Choriongonadotropin aus 
 Trophoblasten 
 
 
1.3 Das IL-6-Rezeptorsystem 
Neben der strukturellen Homologie liegt eine weitere Gemeinsamkeit der IL-6-Typ-Zytokine 
darin, daß sie über die gemeinsame Rezeptoruntereinheit gp130 signalisieren (Abb.1.1). IL-6, 
IL-11 und CNTF binden zunächst an  spezifische α-Rezeptoren, die mit Ausnahme des 
CNTF-Rezeptors den Typ1-Membranproteinen angehören (extrazellulärer N-Terminus, eine 
Transmembrandomäne). Der CNTF-Rezeptor verfügt über einen GPI-Membran-Anker [12]. 
Die α-Rezeptoren werden auch als non-signalling-receptors bezeichnet, da ihr 
zytoplasmatischer Teil nicht an der Signaltransduktion beteiligt ist. Nach Bindung des 
Zytokin/α-Rezeptor-Komplexes an die signalisierende Rezeptoruntereinheit erfolgt die 
ligandeninduzierte Dimerisierung von gp130 als Homo- (IL-6, IL-11) oder 
Heterodimerisierung [23,24]. 
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der IL-6-Typ Zytokine und ihrer Rezeptorkomplexe 
 
1.4 IL-6-Signaltransduktion 
1.4.1 Der Jak/STAT-Signaltransduktionsweg 
Die Dimerisierung der signalweiterleitenden Rezeptoren ist nach der Ligandenbindung der 
nächste Schritt der Signaltransduktion. Durch die Dimerisierung werden die Janus-Kinasen in 
die für ihre Aktivierung erforderliche Nähe gebracht. Diese zytoplasmatischen 
Tyrosinkinasen sind Proteine mit einem Molekulargewicht von 120-140 kDa. Aufgrund der 
Sequenzhomologie werden sieben Janus homology (JH1-JH7) Domänen unterschieden. Die 
C-terminale JH1-Domäne ist die Kinase-Domäne, JH2 wird aufgrund der Homologie zu JH1 
und fehlender enzymatischer Aktivität als kinase-like-domain bezeichnet. Eine genaue 
Funktion des N-Terminus (JH3-JH7) wurde bislang nicht beschrieben; seine Beteiligung an 
der Rezeptor-Assoziation konnte gezeigt werden [25-27]. Janus-Kinasen sind konstitutiv an 
gp130 gebunden. Man geht davon aus, daß die Interaktion über die konservierten Membran-
proximalen Box1/Box2-Regionen der Zytokinrezeptoren erfolgt [28,29]. Durch inter- oder 
intramolekulare Phosphorylierung werden Jak1, Jak2 und Tyk2 in der IL-6-
Signaltransduktion aktiviert. 
Anschließend erfolgt die Phosphorylierung von gp130 an sechs Tyrosinresten des 
zytoplasmatischen Teils (Y683, Y759, Y767, Y814, Y905, Y915) [30]. Die Phosphotyrosine dienen 
als Rekrutierungsstellen für die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3  und für andere an 
der Signaltransduktion beteiligte Proteine wie SHP2 oder SOCS3, die alle über ihre 
spezifischen SH2-Domänen an Phosphotyrosine binden [12,31-33]. Die Abkürzung STAT 
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steht für signal transducer and activator of transcription, wodurch die Rolle der STAT-
Faktoren als Bindeglied in der Signaltransduktion zum Ausdruck kommt. Bisher sind sieben 
 
JH4 JH1JH6 JH5JH7 JH2JH3Jak
Y Y
STAT
Y S
Kinase-
ähnliche-Domäne
Tyrosin-
Kinase-Domäne
Oligomerisierungs-
domäne
Coiled-coil-
Domäne
DNA-
Bindungs-
Domäne
SH2 Transaktivierungs-
Domäne
 
 
Abbildung 1.2: Strukturelle Organisation von Janus-Kinasen und STAT-Faktoren. Für die 
Aktivierung der Proteine wichtige Tyrosin- und Serinreste sind markiert (JH: Janus-Homologie- 
Region, SH2: Src-Homologie-Domäne) 
 
STAT-Faktoren (STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b und 6) bekannt [28], die eine konservierte 
Organisation ihrer Struktur aufweisen (Abb. 1.2). Sie bestehen aus 750-850 As (STAT1: 750, 
STAT3 770). Vom N- zum C-Terminus unterscheidet man folgende Domänen: eine 
Oligomerisierungsdomäne, eine Coiled-coil-Domäne, eine DNA-Bindungsdomäne, eine SH2-
Domäne sowie eine Transaktivierungsdomäne [34]. Nach Bindung der STAT SH2-Domäne 
an die Phosphotyrosinreste von gp130 erfolgt die STAT-Aktivierung durch Phosphorylierung 
an einem C-terminal gelegenen Tyrosinrest (Tyr701 in STAT1, Tyr705 in STAT3). Diese 
Phosphorylierung ist essentiell für die Homo- oder Heterodimerisierung der STAT-Faktoren, 
die wiederum Voraussetzung für die Kern-Translokation der STAT-Faktoren ist [12]. Die 
Transaktivierungsdomäne am C-Terminus wird partiell durch die Phosphorylierung eines 
Serinrestes reguliert (Ser727 in STAT1 und STAT3) [35,36]. Die STAT-Dimere binden an IL-
6-responsive enhancer in den Promotoren von IL-6-Zielgenen und regulieren somit deren 
Transkription. Zu den Zielgenen von IL-6 zählen unter anderem APP-Gene wie CRP (C-
reaktives Protein), α2M (α2−Makroglobulin), TIMP (Tissue-Inhibitor of Metallo-Proteases), 
Gene der Transkriptionsfaktoren Jun B, AP1, aber auch andere Gene wie hsp90 (heat shock 
protein 90) oder gp130 (Abb. 1.3) [12]. 
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Abbildung 1.3: Verschiedene Wege der IL-6-Signaltransduktion. Durch Liganden-
induzierte Homodimerisierung von gp130 erfolgt sowohl die Aktivierung des Jak/STAT-
Signaltransduktionsweges als auch der Ras/Raf/MAP-Kinase-Kaskade 
 
 
1.4.2 Die Ras/Raf/MAPK-Kaskade 
Nach Tyrosinphosphorylierung von gp130 und Rekrutierung von SHP2 an das Tyr759 wird ein 
weiterer Signaltransduktionsweg aktiviert, der Ras/Raf/MAPK-Weg. Es handelt sich hierbei 
um eine Kaskade hintereinandergeschalteter Proteinkinasen, die an der Regulation von 
Wachstums- und Differenzierungsreaktionen beteiligt sind. Phosphorylierte Adapter-Proteine 
wie SHP2 oder Shc binden Grb2 (growth factor receptor bound protein 2), welches mit dem 
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Sos (son of sevenless) über SH3-Domänen assoziiert ist. 
Hierdurch wird Sos in die Nähe der Plasmamembran transloziert und überführt das 
membrangebundene GDP-Ras in seinen aktivierten Zustand GTP-Ras. Ras aktiviert die 
Serin/Threonin-Kinase Raf-1. Über eine Kaskade von Ser/Thr/Tyr-Kinasen (MAPKK, z.B: 
MEK-1) und Ser/Thr-Kinasen (MAPK, z.B. ERK1/2) werden eine Reihe von 
Transkriptionsfaktoren wie NF-IL-6 und AP1 aktiviert, die zur Expression von Ras 
induzierbaren Genen führt [12,37] (Abb. 1.3). 
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1.5 Abschaltmechanismen der IL-6-Signaltransduktion 
Die Tatsache, daß die Aktivierung der IL-6-Signaltransduktion nur transient erfolgt, läßt 
vermuten, daß komplexe Mechanismen diese regulieren und inaktivieren. Einige 
Möglichkeiten wie die Dephosphorylierung von „Signal-Proteinen“ durch zytoplasmatische 
Phosphatasen oder die Synthese intrazellulärer Inihbitoren werden diskutiert. Nach dem 
heutigen Wissensstand spielen die im Folgenden vorgestellten Proteine eine wichtige Rolle in 
der Regulation der Signalabschaltung (Abb.1.5): 
 
1.5.1 SHP2 
Die SH2-Domänen enthaltende Tyrosin-Phosphatase SHP2 ist ein ubiquitär exprimiertes 
Protein, welches an der Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und 
Hormonen beteiligt ist. Es handelt sich um ein Protein aus 585 As mit einem 
Molekulargewicht von 65 kDa. Strukturell kann die SHP2 in zwei N-terminal gelegene SH2-
Domänen (N-terminale und C-terminale) und in die von Position 273-510 reichende Phospho-
Tyrosin-Phosphatase-Domäne (PTP) eingeteilt werden (Abb. 1.4). Eine Funktion der SH2-
Domänen besteht in der Bindung von Phosphotyrosinresten von Rezeptoren und weiteren an 
der Signaltransduktion beteiligten Proteinen [38]. Als weitere Funktion der N-terminalen 
SH2-Domäne wird die Autoinhibition der Phosphatase durch Blockierung des katalytischen 
Zentrums durch intramolekulare Interaktion mit dem pTyr542 der PTP-Domäne beschrieben 
[39]. Die N-terminale SH2-Domäne verfügt demnach über zwei Liganden: Im inaktiven 
Zustand die PTP-Domäne, im aktiven Zustand ein Tyrosin-phosphoryliertes Protein. Der C-
terminalen SH2-Domäne wurde lange kein Einfluß auf die katalytische Aktivität 
zugesprochen, kürzlich konnte allerdings gezeigt werden, daß durch Interaktion der C-
terminalen SH2-Domäne mit dem pTyr580 die PTPase-Aktivität stimuliert wird [39-41]. 
Die Funktion der Phosphatase-Aktivität von SHP2 in der Signaltransduktion der IL-6-Typ-
Zytokine ist immer noch unklar. So ist für die unmittelbare frühe Antwort auf eine EGF-
Stimulation die Phosphatase-Aktivität, nicht aber die Tyrosin-Phosphorylierung von SHP2 
notwendig. Dies gilt jedoch nicht nach Stimulation mit PDGF [42]. Es konnte die 
Dephosphorylierung von Src und c-kit, aber auch eine Auto-Dephosphorylierung, die 
regulierend auf die Interaktion mit SH2-Domänen anderer Proteine wirken soll, gezeigt 
werden [43-46].  
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Tyrosin-Phosphatase
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Abbildung 1.4: Domänenstruktur von der Tyrosin-Phosphatase SHP2 und den SOCS-
Proteinen. (SH2: Src-Homologie-Domäne, KIR: Kinase-Inhibitions-Region, ESS: extended 
SH2-domain) 
 
 
Viele Tyrosin-Kinasen können die Phosphorylierung der SHP2 bewirken. Die 
Phosphotyrosin-Motive sind an der Interaktion mit anderen SH2-Domänen enthaltenden 
Proteinen beteiligt. So bindet Grb2 nach PDGF an SHP2 [47] und stellt somit eine 
Verbindung zur MAPK-Kaskade her. Analoges wurde für die Rekrutierung von Grb2 über 
SHP2 an den gp130/LIF-Rezeptorkomplex beschrieben [48]. 
Über die SHP2 in der IL-6-Signaltransduktion ist bislang folgendes bekannt: Die 
Phosphorylierung von SHP2 erfolgt durch verschiedene Tyrosin-Rezeptor-Kinasen, aber auch 
durch zytoplasmatische Kinasen wie Src [49], bcr-abl [50] und Janus-Kinasen. Für Jak1 und 
Jak2 wurde eine Interaktion mit SHP2 beschrieben. Es gibt bislang jedoch keine Hinweise, 
die Jaks als Substrate der SHP2 identifizieren [51]. Jak1 ist essentiell für die SHP2-
Aktivierung durch gp130 [52]. Eine Folge der Tyrosin-Phosphorylierung von SHP2 an Tyr304 
und Tyr327 ist die Bindung SH2-Domänen enthaltender Proteine. Durch Bindung von Grb2 
verbindet SHP2 den Jak/STAT-Signaltransduktionsweg mit der Ras/Raf/MAPK-Kaskade 
[48]. 
Kürzlich konnte die Interaktion von SHP2 mit SOCS3 gezeigt werden [32]. Der genaue 
Mechanismus der Negativregulation des IL-6/gp130-Signaltransduktionsweges durch SHP2 
bleibt noch zu diskutieren. 
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Negativregulation des IL-6-Signaltransduktionsweges durch 
SHP2, SOCS3 und PIAS. 
 
 
1.5.2 SOCS-Proteine 
Die SOCS-Proteine bilden eine weitere Familie von Inhibitoren der Zytokin-
Signaltransduktion. Sie wurden unabhängig voneinander durch verschiedene Arbeitsgruppen 
entdeckt, wodurch eine Vielzahl von Bezeichnungen wie suppressors of cytokine signaling 
(SOCS), Jak-binding protein (JAB), STAT-induced STAT-inhibitor (SSI) und cytokine-
inducible SH2 containing proteins (CIS) entstanden ist [53-55]. Die Familie der SOCS-
Proteine zählt zur Zeit acht Mitglieder (CIS, SOCS1-SOCS7), die sich durch einen variablen 
N-Terminus, eine zentrale SH2-Domäne und eine konservierte C-terminale SOCS-Box 
auszeichnen [56] (Abb. 1.4). 
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Die Stimulation von Zellen mit Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren führt oft 
innerhalb von kurzer Zeit zu einem Anstieg der basal sehr niedrigen SOCS-mRNA-Spiegels  
[53,55-58]. 
Den SOCS-Proteinen ist die Hemmung der Zytokin-Signaltransduktion durch einen feedback-
loop gemeinsam, der jedoch je nach Protein auf unterschiedlichen Mechanismen basiert: So 
konnte für SOCS1 und SOCS3 gezeigt werden, daß sie über ihre SH2-Domänen und die 
extended SH2 subdomains (ESS) mit dem Tyr1007 in der Kinasedomäne von Jak2 interagieren 
und die Kinaseaktivität inhibieren [59-62], wobei SOCS3 eine geringere Affinität zu JAK2 
aufweist [63,64]. Ferner assoziiert SOCS1 auch mit Jak1, Jak3 und Tyk2 [60]. Seine kinase 
inhibitory region (KIR) blockiert als nicht-phosphoryliertes Substrat das aktive Zentrum der 
Kinase. 
Neben der Interaktion von SOCS3 mit Jak2 zeigen neuere Studien auch Interaktionen von 
SOCS3 mit SHP2 und mit dem phosphoryliertem Tyr759 im gp130. Die Assoziation der SH2-
Domäne von SOCS3 mit dem Phosphotyrosin759 scheint für die inhibitorische Aktivität  
essentiell zu sein [32,33].  
Auch für CIS konnten Interaktionen mit Rezeptoren gezeigt werden: mit den 
tyrosinphosphorylierten Epo- und IL-3-Rezeptoren, wodurch die Signaltransduktion dieser 
Rezeptoren durch Blockieren der STAT5-Rekrutierungsstellen inhibiert wird [65-67]. 
Eine weitere Möglichkeit der Hemmung von Signaltransduktionswegen über die SOCS-
Proteine wird in der Markierung von Proteinen für ihre Degradation gesehen. Die SOCS-Box 
interagiert mit Elongin B/C und könnte somit eine Rolle in der Degradation von Proteinen 
spielen [68,69]. 
Bislang sind noch viele Fragestellungen offen, die die Expression von SOCS-Proteinen durch 
bestimmte Zytokine und deren Wirkmechanismen betreffen. Bisherige Ergebnisse sind in 
Tabelle 1.2 zusammengefasst [70]. 
 
Tabelle 1.1: Negativregulation der verschiedenen SOCS-Proteine [70] 
Name Hemmung der Signaltransduktion von 
CIS/CIS1 IL-2, IL-3, GH, Prolaktin, Epo 
SOCS1/ JAB/ SSI1 IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, GH, Prolaktin, Epo, LIF, IFNγ, IFNα, OSM 
SOCS2/ CIS2/ SSI2 GH, IL-6, LIF 
SOCS3/ CIS3/ SSI3 
IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-11, GH, Prolaktin, Epo, LIF, IFNγ, IFNα, 
CNTF, leptin, OSM 
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SOCS4 nicht untersucht 
SOCS5/ CIS6 IL-6 
SOCS6/ CIS4 inhibierte nicht in bisher untersuchten Systemen 
SOCS7/ CIS5 nicht untersucht 
 
 
1.5.3 PIAS-Proteine 
Kürzlich wurden die PIAS-Proteine (protein inhibitors of activated STATs) als eine weitere 
Proteinfamilie, der eine Rolle in der Negativregulation des Jak/STAT-
Signaltransduktionsweges zugesprochen wird, identifiziert. Es konnte gezeigt werden, daß 
PIAS-Proteine die DNA-Bindung aktivierter STAT-Faktoren sowie die STAT-vermittelte 
Gen-Aktivierung blockieren. Man geht davon aus, daß für jeden STAT-Faktor spezifische 
PIAS-Proteine existieren, da zum Beispiel für PIAS3 nur eine Assoziation mit 
phosphoryliertem STAT3 gezeigt werden konnte und PIAS3 auch spezifisch die STAT3-
mediierte Signaltransduktion blockiert. Analoges wurde für PIAS1 und STAT1 nachgewiesen  
[71,72]. Die hochspezifische PIAS/STAT-Interaktion wird über den N-terminalen Bereich 
von PIAS vermittelt [73]. Es werden verschiedene Wirkmechanismen der Hemmung 
diskutiert: (1) Maskierung der DNA-Bindungsdomäne der STAT-Faktoren durch Interaktion 
mit STAT-Dimeren oder (2) Hemmung der STAT-Dimer-Bildung durch Bindung an STAT-
Monomere. 
 
1.6 Das Tyr759 des gp130 in der IL-6-Signaltransduktion 
Schon seit längerem sind die beiden unterschiedlichen Funktionen des Tyr759 bekannt: Zum 
einen besitzt es einen inhibitorischen Effekt auf die STAT-Aktivierung und auf die APP-
Induktion [52,74,75]: Das Motiv Y759STV in gp130 entspricht der Konsensussequenz 
YXXL/V/I, die im PDGFR, EGFR und IRS-1 als SHP2-Bindungsstelle identifiziert wurde 
[38,76]. Das Phosphotyrosin759 im gp130 dient der Rekrutierung von SHP2 und SOCS3 als 
Inhibitoren der IL6-Signaltransduktion [32,33,77,78]. Bisher ist bekannt, daß die 
Verhinderung der SHP2-Rekrutierung an gp130 zu einer verstärkten und verlängerten 
Aktivierung von gp130, Jaks und STAT-Faktoren führt [52,75].  
Zum anderen werden über das Tyr759 der MAPK-Signaltransduktionsweg und somit mitogene 
Signale aktiviert. Fukada et al. zeigten, daß der Tyrosin-Rest759 für die Proliferation von 
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Ba/F3-Zellen, die eine G-CSFR/gp130-Chimärenrezeptormutante exprimieren, nach 
Stimulation mit G-CSF essentiell ist, nicht aber für deren Überleben [79]. 
 
1.7 Pathologie und klinische Aspekte 
Die regulatorischen Funktionen von Zytokinen beinhalten nicht nur physiologische, sondern 
auch pathologische Mechanismen. Die Rolle von IL-6 als Hauptmediator der Synthese von 
APP in der Leber während der Akut-Phase oder Veränderungen der Signaltransduktion in 
neoplastischen Zellen sind nur zwei Beispiele, die das ständig wachsende Interesse der 
Medizin an der Zytokin-Signaltransduktion erklären. 
Schon um Christi Geburt beschrieb Celsus (30 v.Ch.-38 n.Ch.) die vier Kardinalsymptome 
der Entzündung: Erwärmung (Calor), Rötung (Rubor), Schwellung (Tumor) und Schmerz 
(Dolor). Virchow (1821-1902) ergänzte diese später um die gestörte Funktion (Functio laesa) 
(Abb. 1.6). 
 
 
Abbildung 1.6: Die fünf Kardinalsymptome der Entzündung [80] 
 
 
Die Entzündung ist als ein intravitaler, örtlich begrenzter Abwehrprozeß auf eine 
Gewebsschädigung definiert. Um die schädigende Noxe örtlich zu begrenzen oder zu 
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eliminieren und damit den Gewebsschaden so gering wie möglich zu halten, bedarf es einer 
komplexen Reaktion des gefäßführenden Bindegewebes, der Blutzellen und Bestandteilen des 
Blutplasmas [81]. Die folgende Akut-Phase-Reaktion bleibt nicht auf lokale Effekte 
beschränkt, sondern führt-moduliert durch verschiedene Entzündungsmediatoren-auch zu  
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Abbildung 1.7:  Das Zusammenspiel verschiedener Zytokine im Rahmen einer Entzündungsreaktion [82] 
 
systemischen Effekten. Für den therapeutischen Eingriff ist das Verständnis der 
biochemischen Abläufe von großer Bedeutung. Das Zusammenspiel von IL-6 und anderen 
beteiligten Zytokinen ist in Abb. 1.7 veranschaulicht.  
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Die Beteiligung des IL-6/gp130/STAT3-Signaltransduktionsweges an B-Zell-Wachstum und 
B-Zell-Differenzierung zu Plasmazellen legt nahe, daß er auch eine zentrale Rolle in der 
Entstehung von Neoplasien einnimmt. Die folgenden Untersuchungen stützen diese 
Hypothese:  
? IL-6 gilt als Wachstumsfaktor für Plasmozytom- und Myelom-Zellen [83,84] 
? Retroviren, die die Onkogene raf/myc enthalten, induzieren Plasmozytome [85,86] 
? Die Plasmozytom-Induktion durch raf/myc erfordert IL-6 [87] 
? STAT3 ist in Myelomzellen konstitutiv aktiv [88] 
? Autokrine Aktivierung des IL-6/gp130/STAT-Signaltransduktionsweges verhindert bei 
konstitutiver STAT3-Aktivierung die Apoptose in humanen Plasmozytomzellen [88] 
? Die Lymphom-induzierenden Onkogene Pim-1 und c-Myc wurden als Zielgene von 
STAT3 identifiziert [89] 
? STAT1 und STAT3 sind bei Chronischer Lymphatischer Leukämie (CLL) konstitutiv 
Serin-phosphoryliert [90] 
Diese Beispiele zeigen, daß der IL-6/gp130/STAT-Signaltransduktionsweg mit seinen 
komplexen Mechanismen an unterschiedlichen Schritten der Tumorgenese beteiligt ist. 
Genauso vielfältig gestalten sich die möglichen Therapieansatzpunkte (Abb. 1.8). Schon 
einige Experimente zu diesen Therapieansatzpunkten verliefen erfolgversprechend. So konnte 
z. B. im Experiment mit humanen Plasmozytomzellen durch den Jak-Inhibitor AG490 die 
konstitutive Aktivierung von STAT3 blockiert werden. Ebenfalls erfolgeich waren 
Experimente mit antagonistischen Antikörpern gegen IL-6 und den IL-6-Rezepotor [88,91]. 
Desweiteren gibt es Hinweise, daß IL-6 bei Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider 
Arthritis oder mesangialer proliferativer Glomerulonephritis, AIDS und bei der Osteoporose 
eine Rolle spielt [19]. 
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Abbildung 1.8: Therapieansatzpunkte für Neoplasien bei IL-6-Beteiligung. Einige Schritte der IL-
6/gp130/STAT-Signaltransduktionskaskade könnten als therapeutische Angriffspunkte dienen: (1) IL-6-und IL-
6-Rezeptorantagonisten, (2) Inhibitoren der Januskinase, (3) Antisense Oligonukleotide, STAT SH2-Domänen-
Inhibitor, (4) Inhibitor der STAT Serin-Kinase, (5) Inhibition der STAT DNA-Bindung. (6) Verstärkung der 
Negativregulation 
 
1.8 Zielsetzung 
Durch die weitgehende Aufklärung der Signaltransduktion über gp130 nimmt auch das 
Interesse an der klinischen Relevanz von Veränderungen in den Signaltransduktionswegen 
stetig zu. Bisher konnte gezeigt werden, daß IL-6 sowohl das Wachstum neoplastischer Zellen 
fördern als auch hemmen kann. Außerdem wurden bei verschiedenen Erkrankungen 
unterschiedliche IL-6-Serumspiegel gefunden. Diese Daten ließen die Frage aufkommen, wie 
sich die Proliferation von Zellen bei Gabe unterschiedlicher Dosen von IL-6 verhält. 
Von besonderem Interesse war in diesem Fall die Rolle des Tyr759 im gp130, da über dieses 
Tyrosin die Wachstums- und Differenzierungsreaktionen regulierende Ras/Raf/MAPK-
Kaskade aktiviert wird und die negativ regulierenden Proteine SHP2 und SOCS3 wirken. 
Um die Rolle des Tyr759 in IL-6 abhängiger Proliferation zu untersuchen, eigneten sich die 
nicht adhärent wachsenden Ba/F3-Zellen, die kein endogenes gp130 exprimieren und stabil 
mit gp130wt oder einer gp130 Mutante transfiziert wurden, bei der das Tyr759 gegen 
Phenylalanin ausgetauscht worden war (gp130Y759F). 
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2 Material und Methoden 
2.1 Chemikalien 
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in der Qualität pro analysi 
verwendet und von den Firmen E. Merck (Darmstadt), Sigma (St. Louis, USA) und Roche 
bezogen, ebenso die verwendeten Enzyme. 
 
Radiochemikalien: 
 
[α32P] dATP  Pharmacia, Braunschweig 
 
 
Abweichungen dieser Angaben sind im Text angegeben. 
 
2.2 Zytokine und Rezeptoren 
IL-6 rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et 
al. [92] in E. coli exprimiert, mittels HPLC gereinigt und freundlicher 
Weise von Frau A. Küster und Frau B. Scherag zur Verfügung gestellt. 
Die spezifische Aktivität betrug 5x106 BSF2 U/mg Protein (BSF 2 = B-
cell stimulatory factor 2) 
 
Epo rekombinantes humanes Erythropoietin (2,2x105 U/mg Protein) wurde 
von Roche, Penzberg bezogen. 
 
sIL-6R rekombinanter humaner sIL-6-R wurde nach der Methode von 
Weiergräber et al. [93] in Insektenzellen exprimiert, über eine 
Affinitätssäule aufgereinigt und freundlicher Weise von Frau A. Küster 
und Frau B. Scherag zur Verfügung gestellt. 
 
2.3 Antikörper 
monoklonaler Maus anti-myc-Tag-Antikörper    Roche  
gegen das myc-Epitop 
 
monoklonaler Maus anti-flag-M2-Antikörper Sigma Aldrich,  
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gegen das FLAG-Epitop, biotinyliert    Taufkirchen 
 
Streptavidin-HRP konjugiert    PIERCE, Rockford, IL,  
USA 
 
polyklonaler Kaninchen SHP2-Antikörper  Santa Cruz Biotechnology, 
         Santa Cruz, CA, USA 
 
Kaninchen anti-Maus-IgG      Dako, Glostrup, Dänemark 
 
Kaninchen anti-Maus-IgG,      Dako, Glostrup, Dänemark 
konjugiert mit Meerrettichperoxidase 
 
Ziege anti-Kaninchen-IgG      Dako, Glostrup, Dänemark 
 
Ziege anti-Kaninchen-IgG,      Dako, Glostrup, Dänemark 
konjugiert mit Meerrettichperoxidase 
 
monoklonaler Maus       Upstate Biotechnology, 
anti-Phosphotyrosin 4G10-Antikörper    New York, USA 
 
anti-Phosphotyrosin PY99-Antikörper  Santa Cruz Biotechnology, 
         Santa Cruz, CA, USA 
 
polyklonaler Kaninchen      New England Biolabs, 
anti-Erk2-Antikörper       Beverly, MA, USA 
 
polyklonaler Kaninchen      New England Biolabs, 
anti-phospho-Erk1/Erk2-      Beverly, MA, USA 
(Thr202/Tyr204)-Antikörper 
 
monoklonaler Maus        Diaclone (von J. Wijdenes) 
anti-gp130-Antikörper (BP-4) Besandon Cedex, 
Frankreich 
 
2.4 Zellkulturmaterialien 
DMEM; Flüssigmedium mit 4,5 g Glukose, Glutamax  Gibco, Eggenstein 
DMEM/NUT-MIX-F12-Flüssigmedium    Gibco, Eggenstein  
FKS; mykoplasmenfreies fötales Kälberserum   Cytogen, Berlin 
Penicillin/Streptomycin      Gibco, Eggenstein 
Trypsin/EDTA-Lösung: 0,05 % Trypsin/ 0,02 % EDTA  Biochrom, Berlin 
 
BPV; konditionierter, IL-3 enthaltender Kulturüberstand   
 von BPV-mIL-3-Zellen (eine nicht adhärent  
 wachsende murine Myelomzell-Linie, die murines 
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 IL-3 sezerniert) 
 
Phosphate-Buffered Saline (PBS): 
137,0 mM  NaCl 
     2,7 mM  KCl 
     8,0 mM  Na2HPO4 
    1,5 mM  NaH2PO4
mit HCl/NaOH auf pH 7,4 eingestellt 
 
 
2.5 Eukaryontische Zellen und deren Kultivierung 
Folgende Zell-Linien wurden in Petrischalen (Sarstedt, Nümbrecht) bei 37° C unter  
5 % CO2 in wassergesättigter Atmosphäre kultiviert: 
 
COS7 adhärent  wachsende Nierenepithelzell-Linie vom Affen 
(ATCC, CRL1651), in DMEM-Medium 
 
HepG2 adhärent wachsende humane Hepatomzellen (ATCC, CRL 
1651), in DMEM/NUT-MIX-F12-Medium 
 
Ba/F3-wt nicht adhärent wachsende Prä-B-Zell-Linie murinen Ursprungs, 
IL-3-abhängig, in DMEM-Medium 
 
Ba/F3-gp130 nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige Prä-B-Zell-Linie 
murinen Ursprungs, stabil transfiziert mit dem Rezeptor 
gp130 
 
Ba/F3-gp130(Y759F) nicht adhärent IL-3-abhängige wachsende Prä-B-Zell-Linie 
murinen Ursprungs, stabil transfiziert mit dem Rezeptor 
gp130(Y759F), bei dem das Tyr759 von gp130 gegen 
Phenylalanin ausgetauscht wurde 
 
Die stabil-transfizierten Ba/F3 wurden freundlicherweise von Frau S. Linnemann zur 
Verfügung gestellt. 
 
Die Medien enthielten, falls nicht anders angegeben, 10 % fötales Kälberserum, 60 mg/ml 
Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin, dem Medium für Ba/F3-Zellen wurden außerdem 5% 
eines konditionierten, IL-3 enthaltenden BPV-mIL-3-Kulturüberstandes (eine nicht adhärent 
wachsende murine Myelomzellinie, die murines IL-3 sezerniert) zugesetzt, sowie 1 mg 
G418/ml. Zur Weiterkultivierung mußten die adhärent wachsenden COS7- und HepG2-Zellen 
von einer konfluent bewachsenen Petrischale mit Trypsin/EDTA abgelöst werden. Die Zellen 
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wurden bei 950 upm abzentrifugiert und in einer 1:2 bis 1:20 Verdünnung in neuem Medium 
aufgenommen. 
Für die Langzeitaufbewahrung wurden die von der Platte gelösten Zellen mit 10 % DMSO 
haltigen Medium versetzt und in Kryoröhrchen aliquotiert. Zur langsamen Abkühlung der 
Zellen erfolgte eine Lagerung für 24 h bei -80°C, bevor die Zellen zur längeren 
Aufbewahrung in flüssigem Stickstoff gestellt wurden. Zum schnellen Auftauen wurden die 
Zellen bei 37° C inkubiert und das DMSO-haltige Medium mit 10 ml kaltem Medium 
verdünnt. Die Zellen wurden bei 950 upm bei 4°C abzentrifugiert, in neuem Medium 
aufgenommen und in einer Petrischale ausgesät.  
Die Kultivierung der von den permanenten Zell-Linien abgeleiteten transienten 
Transfektanten erfolgte in gleicher Weise. 
 
2.6 Transiente Tranfektion von COS7-Zellen 
Die Transfektion von COS7-Zellen erfolgte mittels der DEAE-Dextran-Methode. Mit 
folgendem Ansatz wurden die Zellen für 80 min ohne Gasaustausch bei 37° C inkubiert: 
 
 25  µg  DNA 
   6  µl  100 mM Chloroquin 
    7,5     ml  DMEM-Medium mit 60 mg/ml Penicillin und 100 mg/ml  
    Streptavidin  
60        µl  DEAE-Dextran (50 mg/ml) 
 
Nach 80 min wurden die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen und anschließend für eine Minute in 
2 ml PBS mit 10 % DMSO inkubiert. Danach folgten zwei gründliche Waschschritte mit 
PBS. Anschließend wurde den Zellen wieder DMEM-Medium mit Penicillin, Streptomycin 
und FKS zugesetzt. 
 
2.7 Transiente Transfektion von HepG2 – Zellen 
Für Reportergen-Assays wurden HepG2-Zellen transient mit der Calcium-Phosphat-Methode 
transfiziert. Dazu wurden 24 h vor der Transfektion die konfluent bewachsenen Schalen 1:8 
oder 1:10 gesplittet. 30 min vor der Transfektion wurde das DMEM/NUT-MIX-F12- Medium 
gegen DMEM gewechselt. Die zur Transfektion verwendete Calcium-Phosphat DNA-Lösung 
setzt sich aus 20 µg DNA, 62 µl 2M CaCl2 und 500 µl 2xHBS in 10 ml DMEM zusammen. 
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Die Zellen wurden nach einer Inkubationszeit von 18 h mit PBS gewaschen und in 
DMEM/NUT-MIX-F12 weiterkultiviert.  
 
2xHBS: 
 10 g/l HEPES 
 16 g/l NaCl 
   0,74 g/l KCl 
   0,25 g/l NaH2PO4xH2O 
   2 g/l Glukose 
 
Der pH-Wert der Lösung wurde mit NaOH auf 7,05 eingestellt. 
 
2.8 FACS-Analyse 
5x105 bis 1x106 Zellen wurden in 100 µl PBS/Azid mit 0,5 µg eines gp130-spezifischen 
Antikörpers inkubiert. Die Zellen wurden nachfolgend mit kaltem PBS/Azid gewaschen. Zur 
Detektion der an die Zellen gebundenen Antikörper folgte eine Inkubation mit einer 1:50-
Verdünnung eines R-Phycoerythrin-konjugierten Kaninchen anti-Maus IgG Fab für 30 min 
auf Eis im Dunkeln. Die Zellen wurden erneut mit kaltem PBS/Azid gewaschen und in 
PBS/Azid resuspendiert. 104 Zellen wurden durchflußzytometrisch in einem FACScalibur 
Durchflußzytometer (Becton Dickinson) mit einem 488 nm Argonlaser analysiert.  
 
PBS/Azid: 
5 %  FKS 
 0,1 %  NaN3
 in PBS 
 
2.9 XTT-Proliferationstest 
Stabil transfizierte Ba/F3-Zellen wurden zweimal in DMEM ohne IL-3 gewaschen und 
aufgenommen. Je 2x104 Zellen in 100 µl Medium wurden in eine 96er-Lochplatte ausgesät. 
Zur Induktion des Zellwachstums wurden die Zellen mit 0,1-100 ng/ml IL-6 und 0,5 µg sIL-
6R inkubiert. Nach drei Tagen Inkubation erfolgte die kolorimetrische Quantifizierung der 
lebenden und metabolisch aktiven Zellen mit Hilfe des Cell Proliferation Kit II (XTT) 
(Roche, Mannheim). Die Umsetzung von Tetrazoliumsalz XTT wurde nach 4-12 h Inkubation 
der Ba/F3-Zellen mit dem XTT-Reaktionsgemisch spektralphotometrisch bei 450 nm 
(Referenzwellenlänge 650 nm) im Mirkotiterplatten-Reader gemessen. 
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2.10 Bestimmung der Zellzyklusphasen von Ba/F3-Zellen 
Um die Zellzyklusphasen von Zellen bestimmen zu können, macht man von der Tatsache 
Gebrauch, daß die Zellen in den verschiedenen Phasen über einen unterschiedlichen DNA-
Gehalt verfügen. Durch Behandeln der Zellen mit einem Farbstoff, der bei Interkalierung in 
DNA fluoresziert (z.B. Propidium-Iodid), kann über Messung der Fluoreszenz-Intensität die 
DNA-Menge der Zellen bestimmt werden. 
Stimulierte und unstimulierte Zellen wurden unter Verwendung des Cycle TEST™ PLUS 
DNA Reagent Kit (Becton Dickinson, San Jose, USA) folgendermaßen präpariert: 
Nach Abnehmen des Mediums wurden die Zellen in Puffer-Lösung aufgenommen und auf 
1x106 Zellen eingestellt. Je 5x105 Zellen wurden bei RT abzentrifugiert, in  250 µl Lösung A 
resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden je 200 µl Lösung B 
hinzugefügt und die Proben sanft gemischt. Nach 10 min Inkubation bei RT erfolgte die 
Zugabe von je 200 µl Lösung C zu den Proben, die bis zur folgenden FACS-Analyse auf Eis 
inkubiert und dunkel gehalten wurden (10 min bis 3 h). Mit Lösung C wurde den Zellen 
Propidium-Iodid zugefügt, welches stöchiometrisch in die durch die vorherigen Schritte 
isolierte und stabilisierte DNA interkalierte. Die Fluoreszenz konnte im FACS-Gerät bei einer 
Wellenlänge von 580 bis 650 nm gemessen werden. Von je 10000 aus einem Ansatz 
gemessenen Zellen wurden die prozentualen Anteile der Zellen mit einfachem DNA-Gehalt 
(G0/G1-Phase), doppeltem DNA-Gehalt (G2/M-Phase) oder dem sich dazwischen 
befindenden DNA-Gehalt (S-Phase) ermittelt werden. 
 
2.11 Kernextraktion von Ba/F3–Zellen 
Sowohl stimulierte als auch unstimulierte Ba/F3-Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS (+ 
100µM Na3VO4) gewaschen. Die Kernextraktion erfolgte nach Andrews und Faller [94]. Die 
Zellen wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 10 sec bei 10000 upm 
sedimentiert. Das Zellsediment wurde anschließend in 400 µl Puffer A aufgenommen und 10 
min auf Eis inkubiert. Der Aufschluß der Zellen erfolgte  durch starkes Schütteln auf dem 
Vortex-Gerät für 10 sec. Nach erneuter kurzer Zentrifugation wurde das Sediment in 60 µl 
Puffer C aufgenommen und 20 min auf Eis inkubiert, 2 min zentrifugiert und der Überstand, 
der die Kernproteine enthielt, in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. Der Proteingehalt 
konnte mit dem BioRad Protein-Assay bestimmt werden. 
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Puffer A: 
     10 mM Hepes-KOH, pH 7,8 
      1,5 mM MgCl2
     10 mM KCl 
     0,5 mM DTT 
      0,2 mM PMSF 
        1 mM Na3VO4 
 
Puffer C: 
       0 mM  Hepes-KOH, pH 7,8 
       1,5 mM MgCl2
  420 mM NaCl 
     0,2 mM EDTA 
    25 % Glycerin 
     0,5 mM DTT 
   0,2    mM PMSF 
              1 mM     Na3VO4
 
2.12 Proteinbestimmung nach Bradford 
Zum quantitativen Nachweis gelöster Proteine wurde ein Test der Firma BioRad (München) 
verwendet. Das Prinzip der Bestimmung basiert auf der von Bradford et al. beschriebenen 
Methode [95]. Für die Eichgerade bzw. zur Probenbestimmung wurde eine Verdünnung von 
0-12 µg BSA bzw. 5 µl der Testlösung in 800 µl Wasser und 200 µl der BioRad 
Gebrauchslösung hergestellt. Die Proben wurden gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Die 
Proteinkonzentration konnte mit Hilfe der OD595-Messung bestimmt werden. 
 
2.13 Radioaktive Markierung doppelsträngiger DNA 
Mit Hilfe des Klenow-Enzyms konnte doppelsträngige DNA mit überhängenden 5‘-
Enden radioaktiv markiert werden. Die Reaktionsdauer betrug 30 min bei 37° C. Die 
Trennung der radioaktiv markierten DNA von den noch freien Nukleotiden erfolgte 
mit dem Qiaquick Nukleotide Removal Kit der Firma Qiagen (Hilden). 
 
Markierungsansatz zur Auffüllreaktion (nach dem Labeling Kit der Firma Roche): 
 
 2,5 pmol  DNA (1 pmol/µl) 
 2 µl  10 x Restriktionpuffer M (Roche) 
 1 µl  dCTP (0,5 mM) 
 1 µl  dGTP (0,5 mM) 
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 1 µl  dTTP (0,5 mM) 
 6,5 µl  H2O 
 5 µl  [α 32P]dATP 
 1 µl  Klenow-Enzym (5 U)  
 
In allen Reaktionen zur STAT1- und STAT3-Aktivierung wurde das doppelsträngige 
„m67SIE“-Oligonukleotid eingesetzt. Die DNA-Sequenz enthält das sis-induzierbare-Element 
des humanen c-fos-Promotors, welches so mutiert wurde, daß es die Transkriptionsfaktoren 
STAT1 und STAT3 mit gleich hoher Affinität bindet [96]: 
 
„SIE“  5‘-GATTGACGGGAACTG-3‘ 
 
„m67SIE“ 5‘-GATCCGGGAGGGATTTACGGGAAATGCTG-3‘ 
              3‘-GCCCTCCCTAAATGCCCTTTACGACTTAA-5‘  
 
2.14 Elektrophoretischer-Mobilitäts-Shift-Assay (EMSA) 
Die Bindungsfähigkeit von STAT1 und STAT3 an radioaktiv markierte DNA konnte im 
EMSA getestet werden. 
5 µg von Kernextrakten wurden mit dem Reaktionsansatz gemischt und 1 µl der 
radioaktiv markierten Sonde (auf 10000cpm/µl eingestellt) zugegeben. Als Sonde 
diente das doppelsträngige „m67SIE“-Oligonukleotid aus dem c-fos-Promotor. Der 
Ansatz wurde 15 min bei RT inkubiert und anschließend auf ein 4,5%-iges natives 
Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 4 h bei 200 V bei einer 
Gellänge von 20 cm. Der Laufpuffer wurde dabei durch eine Pumpe umgewälzt. Nach 
einer Laufstrecke von 9,5 cm mußte die Pumpe ausgeschaltet und die Elektrophorese 
ohne Umwälzung noch für eine Laufstrecke von 3,5 cm laufen gelassen werden. Die 
freie Probe lief in diesem Fall aus dem Gel in den unteren Reservoirtank der 
Elektrophoresekammer. Nach der Elektrophorese wurde das Gel für 15-30 min mit 
10% Methanol/ 10% Essigsäure fixiert, auf ein 3MM Whatman-Papier überführt, 2 h 
im Vakuum-Trockner getrocknet und einer Autoradiographie unterzogen. 
 
5 x Gelshift-Puffer: 
50 mM  Hepes-KOH, pH 7,8 
  5 mM  EDTA 
25 mM  MgCl2
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50 % V/V  Glycerin 
 
Reaktionsansatz für eine Probe (Vges.= 20 µl): 
5 µg  Kernextrakt 
 4 µl  5 x Gelshift-Puffer 
 0,1 µl  1M DTT 
 0,2 µl  200 mM PMSF 
 1 µl  Poly(dI-dC)-Poly(dI-dC) (Stammlösung: 1 mg/ml) 
 2 µl  BSA (Stammlösung: 10 mg/ml) 
 ad 20 µl  H2O 
 
Gel-Lösung:  
  6,75 ml  Acrylamid-Stammlösung 
  5,25 ml  Glycerin 86 % 
   3 ml  5 x TBE 
 45 ml  H2O 
 400 µl  10 % APS 
 40 µl  TEMED 
 
Laufpuffer:   
0,25 x TBE  
 
2.15 RNA-Isolierung aus Ba/F3-Zellen 
Die Gesamt-RNA von kultivierten Ba/F3-Zellen wurde mit dem Qiagen total-RNA-Kit 
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben gewonnen. Nach Homogenisierung und Lyse der 
Proben in Guanidiniumisothiocyanat-Puffer wurde die RNA unter Zentrifugation an eine 
Silikat-Gel-Membran gebunden. In anschließenden Waschschritten wurde überschüssiges 
Material entfernt. Zuletzt erfolgte die Elution der RNA in 30µl RNAse-freiem Wasser. 
 
2.16 Agarosegel-Elektrophorese von RNA 
Zur Vorbereitung der RNA für die Gel-Elektrophorese wurden je 10 µg RNA mit Wasser auf 
ein Volumen von 10 µl aufgefüllt und 32 µl Ladungs-Puffer zugegeben. Dieser Ansatz wurde 
nach kurzem Schütteln 5 min bei 65° C inkubiert, 2 min auf Eis abgekühlt und kurz 
zentrifugiert. 
 
Ladungs-Puffer (für eine Probe): 
   4,2 µl 10 x MOPS pH 7,5 
   4,2 µl RNA-DYE 
   6,7 µl Formaldehyd 37% 
 18,75 µl Formamid 
10 x MOPS: 
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 200 ml 1M MOPS 
 16,7 ml 3M Na-Acetat pH 9,2 
 20 ml 0,5M EDTA 
 mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt 
 
Für die Auftrennung der RNA mittels einer Gel-Elektrophorese wurde ein Agarosegel mit 
folgender Zusammensetzung verwendet: 
 
      3 g  Agarose 
 270 ml  H O 
   30 ml  10 x MOPS pH 7,5 
     5,4 ml  Formaldehyd 
   10 µl  Ethidiumbromid 
  
Laufpuffer: 
1 x MOPS 
 
Die Proben wurden bei einer Spannung von 160V innerhalb von 4h unter ständiger 
Umwälzung des Puffers (Pumprichtung von Kathode zu Anode) aufgetrennt. Anschließend 
wurde das Gel 30min in Wasser gewaschen und unter UV-Licht auf gleichmäßiges Auftragen 
und Laufverhalten der Proben analysiert. 
 
2.17 Northern-Blot: RNA-Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran  
Die RNA-Gele wurden mittels Kapillarblotting über mindestens 8 h geblottet. Der Blotaufbau 
erfolgte folgendermaßen von unten nach oben: 
1. Kammer mit 20xSSC-Puffer 
2. Glasplatte mit Whatmanfilter-Steg, in 20xSSC-Puffer getränkt 
3. Whatmanfilter in Gelgröße 
4. Gel 
5. Membran äquilibriert in 20xSSC-Puffer  
6. Whatmanpapier 
7. Zellstoff 
8. Gewicht (ca. 1kg) 
 
Nach dem Transfer wurde die RNA durch 2 h Backen bei 80° C auf der Membran fixiert. 
20xSSC: 
 3 M NaCl 
 0,3 M Na-Citrat x 2H2O 
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2.18 Random Priming 
 
Für die radioaktive Markierung von cDNA-Sonden wurde das Random-Priming-Kit (Roche, 
Mannheim) nach Herstellerangaben verwendet. 
 
2.19 Hybridisierung eines Northern Blots 
Durch sequenzspezifische Anlagerung von komplementären, radioaktiv markierten 
Nukleinsäuresonden kann die gewünschte RNA nachgewiesen und analysiert werden.  
Die zuvor geblottete Membran wurde für mindestens 2 h bei 68° C in 
Prähybridisierungslösung inkubiert. Die radioaktiv markierte DNA-Sonde wurde nach 
Denaturieren bei 95° C und 2-minütigem Abkühlen auf Eis hinzugegeben. Nach 12 h 
Inkubation unter Rotation bei 68° C wurde die Membran 30 min in 2xSSC + 0,2 % SDS bei 
RT, anschließend 30 min in 2xSSC + 2 % SDS bei 66° C gewaschen und dann einer 
Autradiographie unterzogen. 
 
Prähybridisierungslösung: 
 1 M NaCl 
 10 % Dextran Sulfat 
 1 % SDS 
   ad 500 ml H2O 
 
 
2.20 Reportergen-Assay 
Zur Analyse genregulatorischer Eigenschaften von Proteinen wurden Reportergen-Assays 
eingesetzt. Ein Reportergen-Konstrukt enthält neben einer Promotorsequenz das kodierende 
Gen für ein Reporterprotein. Das Reportergen-Konstrukt wurde transient in humane 
Hepatomazellen (HepG2) transfiziert. Indirekt konnte dann über die Messung der 
Reporterenzym-Aktivität die Expressionstärke des Reportergens bestimmt werden. Die 
Genauigkeit der in Reportergensystemen gemessenen Aktivitäten wird durch verschiedene 
Faktoren, wie z.B. Anzahl und Zustand der kultivierten Zellen, Transfektionseffizienz, Zell-
Lyse und Pipettierungenauigkeiten bestimmt. Deshalb wurde neben dem experimentellen 
Reportergenplasmid noch ein Kontrollreportergenplasmid, das eine konstitutive Expression 
der β-Galaktosidase (pCH110, Phamacia) bewirkt, kotransfiziert. 
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2.20.1 Ernte transfizierter Zellen für Reportergen-Assays 
Mit der Calcium-Phosphat-Methode transifizierte HepG2-Zellen wurden einen Tag nach der 
Transfektion für weitere 16 h mit (stimulierte Zellen) oder ohne (unstimulierte Zellen) 
Zytokin weiterkultiviert. Anschließend wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit PBS 
gewaschen und lysiert. Zur Zell-Lyse wurde der Reporter Lysis Puffer der Firma Promega 
(Madison, Wisconsin, USA), der für Luciferase- und β-Galaktosidase-Reporterenzym-Assays 
geeignet ist, nach Herstellervorschriften verwendet. 
 
2.20.2 Luciferase-Assay 
Sowohl die Zell-Lyse der HepG2-Zellen als auch der Luciferase-Assay wurden mit dem Kit 
(Luciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer) der Firma Promega nach 
Herstellervorschriften durchgeführt. 20 µl der aus der Zell-Lyse erhaltenen Zellextrakte 
wurde in einer lichtundurchlässigen 96er-Lochplatte mit 100 µl Assay Reagent des Kits 
versetzt, woduch die von der Luciferase katalysierte Reaktion gestartet wurde. Die Luciferase 
des Leuchtkäfers, Photinus pyralis (Firefly Luciferase) oxidiert ihr Substrat Luciferin zu 
Oxyluciferin und bei dieser Reaktion wird Licht emittiert. Normalerweise verläuft die 
Reaktion über das Enzymintermediat Luciferyl-AMP und klingt recht schnell ab. Wird jedoch 
Coenzym A (CoA) zugegeben, so entsteht anstatt Luciferyl-AMP Luciferyl-CoA, die 
Reaktion erreicht nach wenigen Sekunden ihr Maximum und bleibt über einen Zeiutraum von 
60 Sekunden stabil. Mit dem Gerät „Microlumat 96 P“ der Firma EG&G Berthold (Bad 
Wildbad) wurde die Lumineszenz gemessen. Die erhaltenen Werte wurden mit den Werten 
für die Transfektionseffizienz (β-Galaktosidase-Aktivität) korrigiert. 
 
2.20.3 β-Galaktosidase-Assay 
Um die Transfektionseffizeinz zu überprüfen, wurde das Kontrollreporterplasmid pCH 110 
(Pharmacia) stets kotransfiziert. Die β-Galaktosidase-Aktivität wurde bestimmt, indem 100 µl 
der Zell-Lysate mit 500 µl β-Galaktosidase-Puffer und 100 µl ONPG (1mg/ml o-
Nitrophenylgalactosid), chromogenes Substrat der β-Galaktosidase, bei 37° C inkubiert 
wurde. Sobald eine leichte Gelbfärbung der Proben festzustellen war, wurde die Reaktion mit 
250 µl 1M Na2CO3 gestoppt und die OD der Proben bei 420 nm bestimmt. Die β-
Galaktosidase-Aktivität errechnet sich dann wie folgt:  
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Aktivität=(OD420 x 6000)/ (Inkubationszeit in min) 
 
β-Galaktosidase-Puffer: 
   60 mM  Na2HPO4
   40 mM  NaH2PO4
     1 mM  KCl 
     1 mM  MgCl2
 386 µl  β-Mercaptoethanol pro 100 ml Lösung 
 
2.21 Plasmide 
pGL3α2M-215Luc enthält den Promotorbereich –215 bis +8 vom α2Macroglobulin 
Gen fusioniert mit der kodierenden Sequenz der Luciferase 
 
pCH110 Expressionsvektor für die β-Galaktosidase (Pharmacia, 
Freiburg) 
 
pRC/CMV eukaryontischerExpressionsvektor, enthält den Promotor des 
Cytomegalie-Virus, PenR (Pharmacia, Freiburg) 
 
pRC/CMV-EG(YYYYYY) kodiert einen chimären Rezeptor, der aus dem extrazellulären 
Teil des murinen Erythropoietin-Rezeptors und der 
Transmembran- und zytoplasmatischen Domäne des humanen 
gp130 besteht (EG). 
 
pRC/CMV-EG(YFYYYY) kodiert das gleiche Protein, wie pRc/CMV-EG(YYYYYY), nur 
daß das Tyr759 gegen ein Phenylalanin ausgetauscht ist 
 
pSVL  eukaryontischer Expressionsvektor, enthält den späten SV40-
Promotor, PenR (Pharmacia, Freiburg) 
 
pSVL-SHP2myc enthält die cDNA für das humane SHP2-Protein mit einem C-
terminalen myc-Tag 
 
pCBC- 1   eukaryontischer Expressionsvektor, enthält den CMV-Promotor 
 
pCBC-SHP2myc enthält die cDNA für das humane SHP2-Protein mit einem C-
terminalen myc-Tag 
 
pEF-FLAG-I/mSOCS3 enthält die cDNA für das murine SOCS3-Protein mit einem N-
terminalen Flag-Tag 
 
2.22 Bakterienstämme und deren Kultivierung 
Für die Klonierungen wurden Bakterien vom Stamm E.coli JM83 verwendet. Sie wurden in 
LB-Flüssigmedium oder auf LB-Agar kultiviert. Die Selektionierung plasmidtragender 
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Bakterien mit einer Ampicillin-Resistenz sowie deren Kultivierung erfolgte durch Zugabe von 
Ampicillin (100 µg/ml) zu dem LB-Agar bzw. dem LB-Medium. 
Stammkulturen wurden in LB-Medium mit 15% Glyzerin bei –80° C gelagert. 
 
LB-Medium: 
  5  g/l  NaCl 
   5  g/l  Yeast extract, Difco, Detroit, USA 
 10  g/l  Bactotrypton, Difco, Detroit, USA  
 10  mM  Tris/HCl pH 8,0 
   1  mM  MgSO4
 
2.23 Herstellung kompetenter Bakterien 
500 ml LB-Medium wurden mit Bakterien aus einer Übernachtkultur bis zu einer OD600 von 
0,02 angeimpft. Diese wurde bei 37° C unter Schütteln (200 upm) inkubiert. Nach Erreichen 
einer OD600 von 0,4 kühlten die Zellen 30 min auf Eis ab und wurden anschließend für 15 min 
bei 4° C abzentrifugiert (4000 upm). Das Sediment wurde in 500 ml kaltem Wasser 
resuspendiert und nach erneutem Zentrifugieren (10 min, 4° C, 6000 upm) nochmals in 250 
ml kaltem Wasser resuspendiert und zentrifugiert. Dieses Sediment wurde zunächst in 50 ml 
kaltem 10%-igen Glyzerin aufgenommen, zentrifugiert (15 min, 4° C, 4000 upm), in 4 ml 
kaltem 10%-igen Glyzerin aufgenommen und in Aliquots von je 200 ml in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. Bei –80° C konnten die kompetenten Bakterien so bis zu einem 
halben Jahr und länger gelagert werden. 
 
2.24 Standardmethoden zur Klonierung und Analyse rekombinanter DNA           
 
2.24.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Restriktionsendonukleasen sind Enzyme bakteriellen Ursprungs, die hydrolytisch 
Phosphodiesterbindungen beider DNA–Stränge an palindromen Sequenzen spalten. Sie 
unterscheiden sich sowohl in ihrem Ursprungsorganismus als auch in ihrer 
Erkennungssequenz und Spaltstellen. 
Die Restriktion von Plasmid-DNA erfolgte nach Standardvorschrift [97]. Die 
Restriktionsbedingungen wurden entsprechend den Empfehlungen der Hersteller gewählt. In 
der Regel betrug die Inkubationszeit 2-3 h bei 37° C. 
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2.24.2 Elektrophoretische Analyse von DNA 
Mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese wurden die Restriktionen überprüft. Hierzu wurde 
die DNA–Lösung mit 0,1 Volumen eines 6 x DNA-Probenpuffers vermischt und auf ein 
Agarosegel aufgetragen. Im elektrischen Feld konnten die Nukleinsäuren aufgrund ihrer 
negativen Ladung der Größe nach (300–8000 bp) aufgetrennt werden. Da die Gelmatrix 
neben 1% Agarose und 1xTAE auch 0,1 ng/ml  Ethidiumbromid enthielt, welches in die DNA 
interkaliert, war es möglich, die DNA–Banden im UV-Licht sichtbar zu machen. Durch 
Abschätzen der Helligkeit im Vergleich zu einer standardisierten Probe konnte die 
Konzentration des gewünschten DNA-Fragmentes ermittelt werden. 
 
6 x DNA – Probenpuffer: 
15    %  Glyzerin 
 0,25  %  Bromphenolblau 
 0,25  %  Xylencyanolblau 
 
50 x TAE:     
  2    M  Tris Base 
   1    M  Eisessig  
 50 mM  EDTA pH 8,0 
 
Laufpuffer:   
1xTAE 
 
2.24.2 Gel–Isolierung von DNA-Fragmenten 
Das gewünschte DNA-Fragment wurde mit dem „Gel-Extraction-Kit“ der Firma Qiagen 
(Hilden) isoliert. Nach Auflösen der Agarose durch Inkubation bei 50° C wurde die DNA 
durch Zentrifugieren an eine Silikat-Gel-Membran gebunden. In anschließenden 
Waschschritten wurde überschüssiges Material wie Salz, Enzyme, Primer, Ethidiumbromid, 
Detergent u.a. entfernt. Zuletzt erfolgte die Elution der DNA in 30µl Merck H2O. 
 
2.24.4 Dephosphorylierung linearisierter DNA 
Da bei linearisierter DNA die Wahrscheinlichkeit einer Religation besteht, welche die 
Insertion einer Fremd–DNA verhindert, besteht die Möglichkeit, die endständige 5‘- 
Phosphatgruppe des linearisierten Vektors zu entfernen. Die Effizienz der gewünschten 
Insertion wird somit erhöht. Zur Dephosphorylierung wurden 100–200 ng DNA mit 1 U 
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alkalischer Phosphatase 1 h bei 37° C inkubiert. Durch anschließende Aufreinigung über ein 
Agarosegel wurde das Enzym wieder entfernt. 
 
2.24.5 Ligation von DNA-Fragmenten 
Für die Ligation wurden 20 ng des geschnittenen Vektors sowie ein 10–100 facher molarer 
Überschuß an gereinigtem Fragment eingesetzt. Nach Zugabe der T4-DNA-Ligase wurde der 
Ligationsansatz unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen entweder 2 h bei 37° C  
oder 12-16 h bei RT inkubiert. 
 
2.24.6 Transformation von Bakterien nach Hanahan 
10 µl eines Ligationsansatzes (~1ng/µl)  wurden mit 100 µl kompetenten Bakterien für 30 
min auf  Eis inkubiert. Danach wurde dieser Ansatz für 90 Sekunden auf 42° C erwärmt.  
Nach anschließendem Abkühlen für 10 min auf Eis wurden 700 µl LB-Medium zugefügt und 
der Ansatz 4 min bei 37° C unter Schütteln (200 upm) inkubiert. Es folgte kurzes 
Abzentrifugieren und Abnehmen von 700 µl Überstand; das Sediment wurde in den restlichen 
100 µl resuspendiert. Diese Suspension wurde auf Ampicillin-haltigen Agarplatten 
ausgestrichen und über Nacht bei 37° C inkubiert. 
 
2.24.7 Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
Gewachsene Kolonien wurden einzeln von der Agar-Platte genommen und für 6-8 h in 2 ml 
LB-Medium unter Schütteln (200 upm) bei 37° C inkubiert. Die Isolierung von Plasmid-DNA 
aus diesen Bakterienkulturen erfolgte nach Herstellerangaben der Firma Qiagen (Hilden). 
Größere Mengen Plasmid-DNA wurden aus 500 ml-Kulturen gewonnen. 
 
2.24.8 Quantitative Bestimmung von DNA 
Bei einer OD260 läßt sich photometrisch in einem UV/Vis-Spektrometer (Pharmacia, 
Freiburg) die DNA-Konzentration einer Lösung bestimmen. Eine Extinktion E260=1,0 
entspricht einer DNA-Menge von 20 µg einzelsträngiger (ss) DNA bzw. 50 µg 
doppelsträngiger (ds) DNA. Zur Bestimmung der Reinheit der Nukleinsäurepräparation 
wurde zusätzlich die OD280 ermittelt; die Nukleinsäurelösung gilt als rein, wenn der Quotient 
E260 : E280 zwischen 1,8 und 2,0 liegt [97]. 
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2.24.9 DNA-Sequenzierung mit dem ABI Prism Modell 310 Sequenzierer 
Die automatische Sequenzierung mit dem ABI Prism Modell 310 Sequenzierer beruht auf 
Anregung und Detektion fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide. Diese wurden zunächst 
mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion unter Verwendung des PRISMTM Ready Reaction Dye 
DeoxyTM Terminator Cycle Sequenzing Kit in die zu sequenzierende DNA eingebaut und 
amplifiziert. 
 
Terminator-Premix:  
  1,58 µM A-DyeDeoxy 
 94,74 µM T-DyeDeoxy 
   0,42  µM G-DyeDeoxy 
 78,95 µM C-DyeDeoxy 
 78,95 µM dITP 
 15,79 µM dCTP 
   15,79 µM dTTP 
   15,79 µM dATP 
 169,42 mM Tris/HCl pH 9,0 
     4,21 mM (NH4)2SO4
   42,10 mM MgCl2
     0,42 U/µl AmpliTaq-Polymerase 
 
Der Ansatz für die Polymersakettenreaktion setzte sich folgendermaßen zusammen: 
   4 µl Terminator-Premix 
   0,5–1 µg DNA-Matrix 
10 pmol Primer 
      ad 20 µl H2O 
 
Die Amplifizierung der DNA mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion erfolgte innerhalb von 
25-30 Zyklen, wobei ein Zyklus aus 
 
   20 sec 96° C  Denaturierung 
   20 sec 45° C  Annealing 
 240 sec 60° C  DNA-Extension 
  20 sec 96° C  Denaturierung 
 240 sec   60° C  letzte DNA-Extension  
 
bestand. 
Zur Aufreinigung des Reaktionsansatzes wurde dieser mit 10 µl 3M Natriumacetat auf  pH 
5,2 eingestellt, mit 250 µl 96%-igem Ethanol für 20 min bei 4° C gefällt und abzentrifugiert 
(20 min, 14000 upm). Anschließend wurde das Sediment mit 300 µl 70%-igem Ethanol 
gewaschen und bei RT getrocknet. Nach Aufnehmen der Proben in TSR-Probenpuffer 
(Applied Biosystems) wurden sie für zwei Minuten bei 90° C denaturiert und in 6%-igem 
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Performance Optimized Polymer (POP6) mit 8 % Harnstoff aufgetrennt. Die 
Kapillarelektrophorese erfolgte in einer unbeschichteten Kapillare (51 µm) bei 12,5 kV, 50° C 
für ungefähr 40-120 min, je nach Anzahl der gelesenen Basenpaaren. 
Die Anleitung zum POP6 sind dem „User Bulletin 310 POP6“ (Berkin Elmer, 1996), 
Angaben zur Software dem „User Bulletin ABI Prism 310 Genetic Analyser“ (PE Applied 
Biosystems, 1997) zu entnehmen. 
 
2.25 Konstruktion der SHP2 – Mutanten 
2.25.1 Konstruktion der SHP2(∆SH2)2myc– Mutante 
Die SHP-2(∆SH2)2myc-Mutante wurde kloniert, indem der für die beiden SH2-Domänen 
kodierende Abschnitt mittels Restriktionsverdau des Plasmides deletiert wurde und durch ein 
kurzes, ein Start-Kodon enthaltendes Insert, ersetzt wurde. 
Die folgenden für diese Klonierung verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma 
MWG Biotech (Ebersberg) bezogen: 
EcoRI   BamHI  NcoI        ScaI 
DelSH2SHP2lr  5‘  - AAT TCG GAT CCA CCA TGG GAC AAG T -   3‘ 
DelSH2SHP2rl  3‘  -            GC CTA  GGT GGT ACC CTG  TTC A  -  5‘ 
 
„lr“ bzw „rl“ in den Namen der Oligonukleotide geben die sense- bzw antisense-Richtung der 
Primer an. Die Basen der Schnittstellen von Restriktionsenzymen innerhalb der Primer sind 
unterstrichen und benannt. 
 
2.25.2 Klonierung der SHP2(∆SH2)2myc – Mutante 
Um ein doppelsträngiges Insert III zu erhalten, wurden zunächst die beiden Oligonukleotide 
DelSH2SHP2lr und DelSH2SHP2rl folgendermaßen hybridisiert: 
 
 1  nmol   DelSH2SHP2lr 
 1  nmol  DelSH2SHP2rl 
           1,5  µl  5 M NaCl 
   ad  50  µl   H2O 
 
Dieser Ansatz wurde auf 95° C erwärmt und langsam wieder auf RT abgekühlt. 
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Ausgehend von dem pCBC-SHP2myc-Konstrukt, wurde dieses in zwei unterschiedlichen 
Ansätzen geschnitten:  
 
I Durch den Resriktionsverdau mit ScaI und PstI wurde das Plasmid in vier Fragmente 
geteilt, wovon ein 751 bp großes Fragment I (bp 1456-2207) für die weitere 
Klonierung verwendet wurde. 
 
II Durch den Restriktionsverdau mit EcoRI und PstI wurde das Plasmid in zwei 
Fragmente geteilt, wovon ein 4264 bp großes Fragment II (bp 2208-808) für die 
weitere Klonierung verwendet wurde. 
 
Die drei Fragmente (Fragment I, Fragment II, Insert III) wurden mit der T4-Ligase ligiert, in 
E.coli JM83 amplifiziert und nach der Plasmidisolierung aus den Bakterien mittels 
automatischer Sequenzierung auf eine erfolgreiche Mutation überprüft. 
 
2.25.3  Klonierung der SHP2(∆SH2)2myc in den Expressionsvektor pSVL 
Zur besseren Expression wurde die Mutante in den Vektor pSVL umkloniert. Dies erfolgte 
über die BamHI-Schnittstellen.  Hierzu wurde das Plasmid pSVL-SHP2(∆SH2)2myc und der 
Leervektor pSVL mit BamHI geschnitten und die Fragmente mittels 
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Vor der Ligation wurden die aus dem Gel isolierten 
Fragmente dephosphoryliert. Der Dephosphorylierung schloß sich eine Phenolfällung und 
DNA-Präzipitation an: 
 
I. Phenolfällung: 
 
 400  µl  DNA-Lösung 
   20  µl   2M Tris Base 
 400  µl   Phenol  
 
Dieser Ansatz wurde kurz geschüttelt und 2 min abzentrifugiert (14000 upm). Die obere 
wässrige Phase wurde dekantiert und  mit gleicher Menge Phenol/Chloroform versetzt. Nach 
erneutem Schütteln, Zentrifugieren und Abnehmen der oberen wässrigen Phase, wurde die 
gleiche Menge Chloroform zugegeben. Wieder folgte kurzes Schütteln und zentrifugieren. 
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II. DNA-Präzipization:  
 
 400  µl  obere wässrige Phase aus der Phenolfällung 
     1  µl   Glykogen 
   10  µl  8 M LiCL 
 400  µl  Isopropanol 
   
Dieser Ansatz wurde kurz geschüttelt und 20 min bei 4° C zentrifugiert (14000 upm). Nach 
zweimaligem Waschen des Sediments mit 500 µl kaltem 70 %-igem Ethanol wurde das 
Sediment bei RT getrocknet und in 20 µl H2O resuspendiert. Anschließend erfolgte die 
Ligation wie oben beschrieben. 
 
2.25.4 Konstruktion der SHP2∆PTPmyc – Mutante 
Die SHP2∆PTPmyc-Mutante wurde mittels PCR-Technik [97] konstruiert. Als DNA-Matrize 
diente der Vektor pCBC-SHP2myc. Folgende synthetische Oligonukleotide dienten als Primer 
für die Taq-Polymerase (AGS-Hybaid, Heidelberg): 
 
S2  5‘ – GGT CCC GGA ATT CCC GGG TCT AGA GTC ACC  
             EcoRI   XmaI 
        ATG ACA TCG CGG AGA TGG - 3‘ 
 
 
SHP2∆PTPrl 3‘ – CGA CGA CTT TAT CTT TCG TCT TTT CGA AAT  
                      HindIII 
CTC GTC TTC GAC TAT AGC CTC CTT CTA GAC 
  
CTT CGA ATT ATT CAT AAG CCT AGG TCT TTT AAA  
                HindIII             BamHI 
 
CGC TCG –5‘ 
 
Das Oligonukleotid S2 weist eine komplette Homologie zum Vektor und dem N-Terminus 
der SHP2 cDNA auf. Dagegen sind nur einige Basenpaare des Oligonukleotids SHP2∆PTPrl 
zu der SHP2 cDNA homolog (Basenpaare fett hervorgehoben); sie sind komplementär zu 
36  Material und Methoden 
dem 3‘–Ende der C-terminalen SH2-Domäne. Die Basen zwischen den beiden HindIII-
Schnittstellen kodieren für ein myc-Tag. Hinter der zweiten HindIII-Schnittstelle liegt ein 
Stop-Kodon. 
 
2.25.5 Klonierung der SHP2∆PTP – Mutante 
Der Reaktionsansatz für die PCR wurde wie folgt angesetzt:  
 
   3 ng    DNA-Matrize 
25 pmol   Primer S2 
 25 pmol   Primer SHP2∆PTPrl 
   5 µl   2,5 M dNTP 
   5 µl   4 U/µl Taq Polymease (AGS-Hybaid) 
   5 µl   Taq Polymerase Puffer Complete (AGS-Hybaid) 
   2,5 %   DMSO 
      ad 50 µl H2O 
 
Die Amplifikation der DNA mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion erfolgte innerhalb von 
25-30 Zyklen, wobei ein Zyklus aus 
 
   60 sec 94° C  Denaturierung 
   30 sec 45° C  Annealing 
 240 sec 72° C  DNA-Extension 
   30 sec 94° C  Denaturierung 
 600 sec 72° C  letzte DNA-Extension 
 
bestand. 
 
Durch eine anschließende Agarosegel-Elektorphorese wurde das PCR-Produkt analysiert und 
aufgereinigt; danach aus dem Gel isoliert. Zur weiteren Klonierung wurde sowohl das PCR-
Produkt mit den Restriktionsenzymen BamHI und XmaI geschnitten als auch der Vektor 
pSVL, so daß das durch die PCR gewonnene Insert über diese Schnittstellen in den 
Expressionsvektor pSVL einkloniert werden konnte. Der Ligationsansatz wurde in E.coli 
JM83 transformiert, amplifiziert und nach der Plasmidisolierung aus den Bakterien mittels 
automatischer Sequenzierung auf eine erfolgreiche Mutation überprüft. 
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2.26 Herstellung von Zell-Lysaten 
Konfluent auf Petrischalen gewachsene Zellen wurden zweimal mit auf 4° C vorgekühltem 
PBS mit 100 µM Natriumorthovanadat gewaschen und in 500 µl kaltem Lysispuffer 
aufgenommen. Nach Inkubation auf Eis für 30 min wurden die Zellen auf dem Vortex-Gerät 
kurz geschüttelt und anschließend bei 4° C für 20 min abzentrifugiert (14000 upm). Der 
Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. 
Für die Herstellung von Zell-Lysaten aus COS7-Zellen wurde der Brij-Lysispuffer mit 
folgender Zusammensetzung verwendet: 
 
Brij-Lysispuffer: 
 20 mM  Tris/HCl pH 7,5 
 150  mM  NaCl 
 1 mM   EDTA 
 1 %  Brij ’97 
 
Zell-Lysate aus Ba/F3-Zellen wurden unter Verwendung des Ripa-Lysispuffers gewonnen: 
 
Ripa-Lysispuffer: 
  50 mM  Tris/HCl pH 7,4 
 150 mM  NaCl 
     1 mM  EDTA  
     0,5 %  Nonidet P-40 
     1 mM  Natrium-Fluorid 
   15 %  Glyzerol 
     1 mM  Natriumorthovanadat  
   20 mM  o-Glyzerolphosphat 
 
 
Beiden Lysispuffern wurden direkt vor Gebrauch noch folgende Protease-Inhibitoren 
zugegeben: 
  
 100 µM  PMSF 
     1 µM  Natrium-Fluorid 
     1 mM  Natriumorthovanadat 
   10 µg/ml  Aprotinin 
     2 µg/ml  Leupeptin 
     1 µg/ml  Pepstatin 
 
 
2.27 Immunpräzipitation 
Die Immunpräzipitation wurde nach den Standardvorschriften von Harlow und Lane [98] mit 
Zell-Lysaten durchgeführt. Diese wurden hierzu für 12-16 h bei 4° C mit 1 µg Antiserum im 
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Über-Kopf-Schüttler inkubiert. Zur Fällung der Antigen-Antikörper-Komplexe wurde in IP-
Puffer gequollene (2,5 mg/100 µl) und mit einem entsprechenden IgG-Antiserum abgesättigte 
Protein A-Sepharose (Pharmacia, Freiburg) zugegeben (100 µl/ Ansatz). Nach Inkubation bei 
4° C für 1 h wurde die Sepharose bei 13000 upm für 1 min sedimentiert, viermal mit IP-
Puffer gewaschen und in 30 µl 4 x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Die Proteine 
konnten nun durch Erhitzen auf 95° C für 5 min von der Sepharose getrennt und der 
Überstand nach kurzer Zentrifugation abgenommen werden. 
 
3x Laemmli-Puffer: 
250 mM  Tris/HCl pH 6,8 
  40 %  Glyzerol 
    8 %  SDS 
    0,4 %  Bromphenolblau 
  20 %  2-Mercapto-Ethanol 
 
2.28 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese 
Zur Auftrennung von Proteinen wurde, wenn nicht anders angegeben, eine diskontinuierliche 
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (10 % PPA) nach Laemmli durchgeführt [99]. 
 
Acrylamidlösung: 
30 %  Acrylamid 
   0,8 %  Bisacrylamid 
 
Sammelgel: 
    4 ml  H2O 
 635 µl  Acrylamid  
 125 mM  Tris/HCl pH 6,8 
     0,1  %  SDS 
     5 µl  TEMED 
     0,15 %  APS 
 
Trenngel: 
    5,9 ml  H2O 
     4,8 µl  Acrylamid  
 400 mM  Tris/HCl pH 6,8 
     0,1 %  SDS 
   15 µl  TEMED 
     0,1 %  APS 
 
Elektrodenpuffer: 
  25 mM  Tris 
 192 mM  Glycin 
     0,1 %  SDS 
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Die Elektrophorese erfolgte für 16 h bei konstanter Spannung von 60 V oder 2 h bei 
konstanter Stromstärke von 35 mA. 
 
2.29 Proteintransfer auf eine PVDF-Membran 
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden zur Detektion mittels des „Western-
Blot-semidry“-Verfahrens [98] auf eine PVDF-Membran übertragen. Dazu wurden insgesamt 
15 3MM Whatman-Papiere und die PVDF-Membran genau auf die Gelgröße zugeschnitten. 
Die PVDF-Membran wurde für 5-7 sec in 100 % Methanol getaucht werden, weitere 5 min 
gewässert und dann für 15 min in Anoden-Puffer-II äquilibriert werden. Das Gel wurde für 
mindestens  5 min in Kathoden-Puffer äquilibriert. Nach kurzem Tränken der Whatman-Filter 
mit den unten angegebenen Puffern erfolgte der Aufbau des Blots von oben nach unten: 
 
1.  Graphitplatte, bildet Anode 
2. 6 Whatman-Filter getränkt mit Anoden-Puffer-I 
3.  3 Whatman-Filter getränkt mit Anoden-Puffer-II 
4. PVDF-Membran äquilibriert in Anoden-Puffer-II 
5.  Polyacrylamidgel äquilibriert in Kathoden-Puffer 
6.  6 Whatman-Filter getränkt mit Kathoden-Puffer 
7.  Graphitplatte, bildet Kathode 
 
Die oben aufgeführten Komponenten wurden luftblasenfrei aufeinandergelegt. Die 
Übertragung der Proteine auf die Membran erfolgte bei 0,8 mA/cm2 für 1,5 h bei einem 
Andruckgewicht von 1 kg. 
 
Anodenpuffer-I: 
0,3 M  Tris 
 20 %  Methanol 
 
Anodenpuffer-II: 
  0,025 M  Tris 
 20 %  Methanol 
 
Kathodenpuffer: 
  0,4 M  6-Aminohexansäure 
 20 %  Methanol  
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2.30 Detektion von Proteinen mit Hilfe eines Immunblots 
Die auf die PVDF-Membran transferierten Proteine konnten mittels der Immundetektion 
identifiziert werden. Zunächst wurden nach dem Transfer die freien Bindungsstellen 30 min 
mit 10% BSA in TBS-N blockiert, die Membran zweimal für 15 min mit TBS-N gespült und 
1 h bei RT oder 16 h bei 4° C mit einer 1:250 bis 1:1000 Verdünnung eines entsprechenden 
Antikörpers in TBS-N inkubiert. Nach zwei kurzen Spülschritten und dreimaligem Waschen 
für 5 min und 1x10 min erfolgte die Inkubation mit dem Peroxidase-konjugierten Antikörper 
in einer Verdünnung von 1:1000 in TBS-N für 30 min bei RT. Das überschüssige Antiserum 
wurde durch zweimaliges Spülen und erneute Waschschritte für 3x5 min und 1x10 min mit 
TBS-N entfernt. Die Proteine konnten in einer anschließenden ECL-Reaktion (Amersham, 
Braunschweig) detektiert werden. 
 
TBS-N pH 7,6: 
2,42 g/l  Tris Base 
8 g/l  NaCl 
 3,81 ml/l  1M HCl   
 0,1 %v/v  Nonidet P-40 
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3 Ergebnisse 
3.1 Stabil-transfizierte Ba/F3–Zellen 
Die Rekrutierung von SHP2 an das Tyr759 der Rezeptoruntereinheit gp130 führt zum  zu einer 
Inhibition des Jak/STAT-Signaltransduktionsweges, zum anderen zur Aktivierung der 
Ras/Raf/MAPK-Kaskade, die an der Regulation von Wachstums- und 
Differenzierungsprozessen von Zellen beteiligt ist. Um die Rolle der SHP-2/SOCS3-
Rekrutierungsstelle (Tyr759) für die Proliferation von Zellen untersuchen zu können, eignen 
sich Ba/F3-Zellen. Diese murinen Prä-B-Zellen, welche kein endogenes gp130 exprimieren,  
wachsen in Abhängigkeit von IL-3. Mit gp130 transfizierte Ba/F3-Zellen wachsen auch nach 
Stimulation mit Komplexen aus IL-6 und seinem löslichem Rezeptor. Ba/F3-Zellen wurden 
mit gp130 (Ba/F3-gp130) bzw. einer Mutante Y759F(Ba/F3-gp130(Y759F)), bei der das 
Tyr759 gegen Phenylalanin ausgetauscht wurde, stabil transfiziert. Als Kontrollen dienten 
jeweils untransfizierte Ba/F3-Zellen (Ba/F3-wt). 
 
3.1.1 FACS-Analyse der Rezeptor-Expression 
Voraussetzung für aussagekräftige Ergebnisse ist eine vergleichbare Expression der 
transfizierten Rezeptoren auf der Zelloberfläche. Sowohl stabil transfizierte als auch 
untransfizierte Zellen wurden mit Hilfe der Durchflußzytometrie auf Oberflächenexpression 
von gp130 untersucht. Nach Inkubation mit einem für den Extrazellulärteil des gp130 
spezifischen Antikörper konnten annähernd gleiche Expressionen der transfizierten 
Rezeptoren nachgewiesen werden, keine dagegen bei den untransfizierten Ba/F3-Zellen.  
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Abbildung 3.1: Expression von gp130 in Prä-B Ba/F3-Zellen. A: Schematische Darstellung 
der Rezeptoren gp130 und gp130(Y759F). B: Die Oberflächenexpression von gp130 und 
gp130(Y759F) in stabil transfizierten Ba/F3-Zellen wurde mit Hilfe der FACS-Analyse mit 
einem spezifischen Antikörper gegen die extrazelluläre Domäne des gp130 (BP-4) analysiert. 
 
 
3.2 Dosisabhängigkeit der Induktion des IL-6-Signalweges 
 
3.2.1 Aktivierung der Tyrosinphosphatase SHP2 
Es ist bekannt, daß die Tyrosinphosphatase SHP2 nach Aktivierung des IL-6-
Rezeptorkomplexes an gp130 rekrutiert und tyrosinphosphoryliert wird. Dementsprechend 
sollte die Tyrosinphosphorylierung von SHP2 nach Stimulation der Ba/F3-gp130 und Ba/F3-
gp130(Y759F) mit IL-6 und dem löslichen IL-6-Rezeptor untersucht werden. Die Zellen 
wurden mit IL-6 in Konzentrationen von 0 ng/ml bis zu 500ng/ml stimuliert. Wie erwartet 
zeigten nur die den Wildtyp gp130 exprimierenden Zellen eine dosisabhängige 
Tyrosinphosphorylierung von SHP2, während in den die Rezeptormutante gp130(Y759F) 
exprimierenden Zellen keine Phosphorylierung zu induzieren war (Abb. 3.2 A). 
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Abbildung 3.2: IL-6-dosisabhängige Aktivierung der Jak/STAT-Signaltransduktion und 
der Ras/Raf/ MAPK-Kaskade. Ba/F3-gp130 und Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen wurden auf 
die IL-6 dosisabhängige Aktivierung von SHP2, ERK und STAT1/STAT3 untersucht. Die 
Zellen wurden mit IL-6 in den angegebenen Konzentrationen für 15 Minuten in stimuliert. A: 
Nach Stimulation und Herstellung der Zell-Lysate erfolgte eine Immunpräzipitation mit einem 
gegen SHP2 gerichteten Antikörper. Die Präzipitate wurden nach Auftrennung mittels SDS-
PAGE auf eine PVDF-Membran transferiert und im Western-Blot auf die 
Tyrosinphosphorylierung mit einem Anti-Phosphotyrosin-Antikörper hin detektiert. Die 
Gegenfärbung erfolgte mit einem spezifischen SHP2-Antikörper. B: Nach Stimulation wurden 
gleiche Mengen der Zell-Lysate (60µg) mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Western Blots wurden 
mit Antikörpern gegen aktivierte ERK1 und ERK2 detektiert, die Gegenfärbung erfolgte mit 
ERK1/ERK2-Antikörpern. C: Nach Stimulation wurden aus den Zellen Kernextrakte 
gewonnen. Es wurden jeweils gleiche Mengen (10µg) mit einer radioaktiven m67SIE-Sonde 
inkubiert und im EMSA die Protein-DNA-Komplexe analysiert. 
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3.2.2 Aktivierung der MAPK 
Der Tyrosinrest 759 im gp130 ist entscheidend für die IL-6-abhängige Aktivierung der 
Ras/Raf/MAPK-Kaskade und somit für mitogene Signale nach IL-6-Stimulation. Aufgrund 
dieser Kenntnisse wurde die Aktivierung der Erk-Kinasen nach dosisabhängiger Stimulation 
der Ba/F3-Zellen mit IL-6 in Gegenwart von löslichem IL-6-Rezeptor untersucht. Ähnlich 
wie bei SHP2 konnte auch hier nur eine Phosphorylierung der Erk-Kinasen bei den Ba/F3-
gp130-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.2 B). 
 
3.2.3 Aktivierung der Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3 
Wie bereits beschrieben, wirken die Inhibitoren des IL-6-Signaltransduktionsweges SHP2 und 
SOCS3 über das Tyr759 in gp130. Um den Verlust dieser hemmenden Funktion in den Ba/F3-
gp130(Y759F)-Zellen zu überprüfen, wurde die DNA-Bindung der STAT-Faktoren nach 
Aktivierung mit IL-6 in ansteigenden Konzentrationen analysiert. Nach Stimulation der 
Ba/F3-gp130- und Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen mit IL-6 wurden Kernextrakte dieser Zellen 
im EMSA mit einer STAT1/3 spezifischen DNA-Sonde des cFos-Promotors auf die DNA-
Bindungsaktivität getestet (Abb. 3.2 C). Die Zellen beider Linien weisen eine dosisabhängige 
Verstärkung der STAT-Aktivierung auf, wobei die STAT-Aktivierung der gp130(Y759F)-
Mutante im Vergleich zum Wildtyp gp130 verstärkt ist.  
 
3.3 Proliferation in Dosisabhängigkeit 
Durch IL-6-Stimulation kann das Wachstum und die Differenzierung von Zellen induziert 
oder gehemmt werden. Außerdem werden bei verschiedenen Erkrankungen unterschiedliche 
IL-6-Serumspiegel vorgefunden. Interessant schien uns die Untersuchung, ob und wie sich 
das Proliferationsverhalten von Zellen nach Gabe unterschiedlicher IL-6-Dosen verändert. 
Von besonderem Interesse war in diesem Fall die Rolle des Tyr759 im gp130, da über dieses 
Tyrosin durch die Rekrutierung von SHP2 die Ras/Raf/MAPK-Kaskade, die Wachstums- und 
Differenzierungsprozesse reguliert, aktiviert wird und darüber hinaus die negativ 
regulierenden Effektor-Proteine SHP2 und SOCS3 wirken. 
Um die Rolle des Tyr759 für die IL-6 abhängige Proliferation zu untersuchen, eignen sich die 
mit gp130 und gp130(Y759F) stabil transfizierten Ba/F3-Zellen. Das Wachstumsvermögen 
von Ba/F3-gp130, Ba/F3-gp130(Y759F) und Ba/F3-wt in Abhängigkeit von IL-3-haltigem 
Zell-Überstand (BPV) und IL-6 wurde mit Hilfe unterschiedlicher Methoden getestet.  
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3.3.1 Zellproliferationstest 
Zunächst konnte gezeigt werden, daß die stabil transfizierten Ba/F3-gp130 und  Ba/F3-
gp130(Y759F)-Zellen in gleichem Maße auf eine Stimulation mit IL-3 reagierten (Abb3.3 A). 
Diese Daten veranschaulichen, daß die Expression von gp130 und gp130(Y759F) keinen 
Einfluß auf das Zellwachstum durch einen gp130-unabhängigen Mechanismus hat, da diese 
Zellen sich in ihrem Grundwachstum nicht von den Ba/F3-wt-Zellen unterschieden. 
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Abbildung 3.3: Proliferation von Ba/F3-Zellen nach Stimulation mit IL-3/IL-6 in 
unterschiedlichen Dosen. Ba/F3-wt-Zellen und stabil transfizierte Ba/F3-gp130-und Ba/F3-
gp130(Y759F)-Zellen wurden auf IL-6 dosisabhängige Proliferation untersucht. Zellen wurden 
mit ansteigenden Mengen BPV (IL-3-haltiger Zell-Überstand) (A) oder IL-6 und konstanten 
Konzentrationen an sIL-6R (0,5 µg/ml)  (B) stimuliert. Nach 72 Stunden wurde die 
Proliferation kolorimetrisch im XTT-Test gemessen. 
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Zur Analyse des Wachstumvermögens dieser Zellen nach einer dosisabängigen Stimulation 
mit IL-6 wurden die Zellen mit IL-6 Dosen bis zu 500 ng/ml stimuliert und nach 72 Stunden 
im XTT-Test ausgewertet (Abb. 3.3 B). Ba/F3-wt-Zellen (  ) zeigten kein Wachstum. Die 
beiden mit gp130 (  ) und gp130(Y759F) (  ) transfizierten Zelllinien proliferierten in IL-6-
Dosisabhängigkeit, wobei die Zellen mit der Rezeptormutante viel sensitiver auf geringe 
Dosen IL-6 reagierte. Hohe Dosen IL-6 dagegen führten bei den Ba/F3-gp130-Zellen zu 
einem stärkeren Wachstum. 
 
3.3.2 Zellzahlbestimmung 
Die oben gezeigten Unterschiede des Wachstumsverhaltens der Ba/F3-gp130 und  Ba/F3-
gp130(Y759F)-Zellen konnten durch Auszählen der Zellen bestätigt werden. Gleiche Anzahl 
von Zellen der drei Zell-Linien wurden ausgesät, mit jeweils 0, 5, 25, 100 oder 250 ng/ml IL-
6 stimuliert und nach 72 Stunden gezählt (Abb. 3.4 A). Bei niedrigen IL-6-Konzentrationen 
war ein bis zu 40% stärkeres Wachstum der Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen im Vergleich zu den 
Ba/F3-gp130-Zellen zu beobachten (Abb.3.4 B). 
Anhand dieser Daten läßt sich festhalten, daß das Tyr759 der Rezeptoruntereinheit gp130 nicht 
essentiell für IL-6 abhängiges Wachstum von transfizierten Ba/F3-Zellen ist, eher nimmt es 
sogar eine inhibierende Funktion des Zellwachstums bei geringen IL-6-Dosen ein. 
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Abbildung 3.4: Interleukin-6-dosisabhängige Proliferation von Ba/F3-Zellen. Jeweils gleiche Mengen 
(2*104/ml) von Ba/F3-gp130- oder Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen wurden mit den angegebenen IL-6-Mengen und 
konstanten Konzentrationen an sIL-6R (0,5 µg/ml)  stimuliert und nach 72 Stunden ausgezählt. 
 
3.4 Zellzyklusverhalten 
Eine verstärkte Sensitivität der Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen im Vergleich zu den Ba/F3-
gp130-Zellen auf geringe IL-6-Konzentrationen konnte auch durch Analyse des 
Zellzyklusverhaltens beobachtet werden (Abb. 3.5). Nach Synchronisation der Zellen in FCS-
freiem Medium wurden diese mit 30 ng/ml IL-6 stimuliert. Im Kontrollexperiment mit 5% 
BPV konnten keine signifikanten Unterschiede der beiden Zell-Linien im Zellzyklus 
beobachtet werden (Abb.3.5 A). Dies wiederum bestätigt, daß die Transfektion der 
Rezeptoren keinen Einfluß auf gp130-unabhängige Proliferation hat. Dagegen fiel nach 
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Stimulation mit IL-6 und löslichem IL-6-Rezeptor auf, daß innerhalb der gemessenen 21 
Stunden anteilsmäßig mehr Zellen, die die Rezeptormutante auf ihrer Oberfläche exprimieren, 
die S- und auch die M-Phase durchlaufen (Abb. 3.5 C). 
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Abbildung 3.5: Verteilung der Zellzyklusphasen nach Stimulation mit 30ng IL-6/ml. Nach 12h 
Synchronisation in FCS-freiem Medium, wurden die mit gp130 bzw. gp130(Y759F) stabil transfizierten Ba/F3-
Zellen für die angegebene Zeit mit 30 ng IL-6/ml stimuliert. Nach Ernte und Bearbeitung der Zellen mit dem 
„Cycle TEST™ PLUS DNA Reagent Kit“ konnten die Zellzyklusphasen mittels FACS-Analyse über eine DNA-
Gehaltsbestimmung ermittelt werden. A: Nach 12 h Synchronisation weisen die Ba/F3-gp130 und Ba/F3-
gp130(Y759F) eine einheitliche Verteilung der Zellzyklusphasen auf, sowie nach 12 h und 18 h Inkubation mit 
IL-3 (B). C: Chronologischer Verlauf der Phasenverteilung nach Stimulation mit 30 ng/ml IL-6. Innerhalb von 
21 h Stimulation durchlaufen anteilsmäßig mehr Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen die S- und die M-Phase als Ba/F3-
gp130-Zellen. 
 
 
3.5 Induktion der negativen Rückkopplung am Beispiel von SOCS3 
Es war bekannt, daß SOCS3 das Tyr759 in gp130 benötigt, um seinen inhibitorischen Effekt 
auf die IL-6-Signaltransduktion ausüben zu können. Zellen mit gp130 reagieren 
dementsprechend sensitiver auf geringe SOCS3-Konzentrationen als Zellen, die 
Rezeptormutanten, bei denen das Tyr759 gegen Phenylalanin ausgetauscht ist, exprimieren. Im 
Hinblick auf die Tatsache, daß bei höheren IL-6-Konzentrationen (100, 250, 500 ng/ml IL-6) 
das Wachstum der Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen abnimmt, schien es interessant, die IL-6-
dosisabhängige Expression von SOCS3-mRNA in Ba/F3-gp130 und Ba/F3-gp130(Y759F)-
Zellen zu verfolgen (Abb. 3.6). In beiden Zell-Linien war mit ansteigender IL-6-
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Konzentration eine vermehrte SOCS3 mRNA-Induktion zu beobachten, wobei die Zellen mit 
der Rezeptormutante eine deutlich erhöhte Induktion aufwiesen. 
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Abbildung 3.6:  IL-6 dosisabhängige Induktion von SOCS3-mRNA. Ba/F3-Zellen, die stabil gp130 oder 
gp130(Y759F) exprimieren, wurden mit den angegebenen Mengen IL-6 und 0,5 µg/ml sIL-6-R für eine Stunde 
stimuliert. Nach Isolierung der Gesamt-RNA wurde diese mit spezifischen Proben für SOCS3-mRNA mittels 
Northern-Blot analysiert.  
 
 
3.6 Untersuchung der Geninduktion bei unterschiedlichen Dosen SOCS3 
Die oben gezeigten Daten ließen vermuten, daß SOCS3 nur in hohen Konzentrationen eine 
Inhibition der IL-6-Signaltransduktion bei Abwesenheit des Tyr759 im gp130 bewirken kann 
und SOCS3 somit das Wachstum von Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen nur bei hohen IL-6-
Konzentrationen hemmt. Hierzu wurde die inhibitorische Aktivität steigender 
Konzentrationen von SOCS3 auf die IL-6-induzierte α2-Makroglobulin-Promotor-Aktivität 
über gp130 und gp130(Y759F) in transient transfizierten HepG2-Zellen bestimmt. Um eine 
Aktivierung von endogenem gp130 zu vermeiden, wurde das bewährte System der chimären 
EpoR/gp130-Rezeptoren verwendet [52,100,101]. Zellen, die gp130 exprimieren, reagieren 
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viel sensitiver auf SOCS3 als Zellen, die mit gp130(Y759F) transfiziert waren. Dennoch 
konnten auch große Mengen SOCS3 hier eine Reduktion der induzierten α2-Makroglobulin-
Promotor-Aktivität bewirken. 
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Abbildung 3.7: Dosisabhängige Inhibition der IL-6-induzierten Geninduktion durch SOCS3. Humane 
Hepatomzellen (HepG2) wurden mit den Expressionsvektoren für die chimären Rezeptoren EpoR/gp130 (oben) 
oder EpoR/gp130(Y759F) (unten) (2 µg), mit dem α2-M-Promotor-Luciferase-Reportergen-Konstrukt (2 µg), 
zusätzlich mit einem für β-Galaktosidase kodierenden Kontrollvektor (1,5 µg) und mit den angegebenen Mengen 
des Vektors für SOCS3 transfiziert. Die Zellen wurden nach der Transfektion 16 Stunden ohne oder mit 7 U/ml 
Epo kultiviert und lysiert. Die gemessenen Luciferaseaktivitäten wurden mit der β-Galaktosidase-Aktivität 
normalisiert, um die Transfektionseffizienz anzugleichen. Die Luciferase-Aktivität in Zellextrakten von 
stimulierten Zellen, die nicht mit SOCS3-cDNA transfiziert waren, wurde auf 100% gesetzt und die anderen 
Luciferasewerte dazu in Bezug gesetzt. Die Daten sind als Durchschnittswerte mit der Standardabweichung von 
drei unabhängigen Experimenten angegeben. 
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3.7 Konstruktion und Expression der SHP2-Mutanten 
Der Jak/STAT-Signaltransduktionsweg wird in komplexer Weise negativ reguliert, was das 
Zusammenspiel mehrerer Faktoren erfordert. Bisher wurden vor allem die Beteiligung der 
Protein-Tyrosinphosphatase SHP2 und der SOCS-Proteine untersucht. Kürzlich konnte die 
Interaktion von SOCS3 mit dem Tyr759 der Rezeptoruntereinheit gp130, aber auch von 
SOCS3 und SHP2 gezeigt werden. Unklar blieb jedoch, über welche Domänen diese 
Interaktion verläuft.    
Um die Interaktion von SHP2 und  SOCS3 im Detail untersuchen zu können, wurden zwei 
Deletionsmutanten der SHP2 im Rahmen dieser Arbeit kloniert: Die eine Mutante, 
SHP2∆(SH2)2myc , besteht nur noch aus der C-terminalen PTP-Domäne.Bei der anderen 
Mutante, SHP2∆PTPmyc, wurde die PTP-Domäne deletiert.  
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Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der SHP2-Mutanten SHP2∆(SH2)2myc und SHP2∆PTPmyc 
 
 
3.7.1 Expressionskontrolle der SHP2-Mutanten 
Jede Mutation eines Proteins, sei es der Austausch oder die Deletion einzelner Aminosäuren 
oder ganzer Domänen, kann dazu führen, daß es nicht mehr exprimiert wird. Aus diesem 
Grund mußte die Expression der SHP2-Mutanten überprüft werden. Hierzu wurden COS-7-
Zellen mit den Expressionsvektoren pSVL-Leervektor, pSVL-SHP2myc, pSVL-
SHP2∆(SH2)2myc und pSVL-SHP2∆PTPmyc transient transfiziert. Nach Herstellung der 
Zell-Lysate erfolgte eine Immunpräzipitation sowohl gegen SHP2 als auch gegen das myc-
Tag, um die transfizierten Proteine von den endogenen unterscheiden zu können. Die 
Ergebnisse   53
Expression wurde im Western-Blot mit Antikörpern gegen SHP2 und das myc-Tag analysiert. 
Wie erwartet lag das Molekulargewicht der SHP2 ∆(SH2)2myc-Mutante bei ca. 47 kDa (Abb. 
3.9A, Spur 8).  
Leider ließ sich die SHP2∆PTPmyc auch nach zahlreichen Versuchen unter verschiedenen 
Bedingungen nicht exprimieren (Abb.3.9B). 
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Abbildung 3.9: Expressionskontrolle der SHP2-Mutanten. 72h nach der Transfektion der COS-7-Zellen mit 
den angegebenen Vektoren wurden die Zellen lysiert. Die Zell-Lysate wurden mit Hilfe einer SDS-PAGE 
aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. A: Expression von pSVL-SHP2∆(SH2)2myc. Als Kontrolle dienten 
der pSVL-Leervektor und pSVL-SHP2myc. Auf gleicher Höhe wie pSVL-SHP2∆(SH2)2myc sind in den Spuren 
1, 4 und 7 Banden der schweren Antikörper-Ketten zu sehen.  B: Versuch des Expressionsnachweises von 
SHP2∆PTPmyc. Eine Bande wäre bei ca. 28 kDa zu erwarten gewesen. 
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3.8 Interaktion der SHP2(∆SH2)-Mutanten mit SOCS3 
Die bisherigen Co-Immunpräzipitationen von SOCS3 und SHP2 wurden immer mit 
endogenem SHP2-Protein durchgeführt. Zur Differenzierung der endogenen SHP2 von 
transfizierter SHP2 war das myc-Tag in diese eingefügt worden.  Es galt zu testen, ob bei 
einer Immunpräzipitation gegen das myc-Tag auch eine Co-Immunpräzipitation der transient 
transfizierten SHP2myc und SOCS3 nachweisbar ist. 
 
3.8.1 Interaktion von SOCS3 und SHP2myc 
Um das System der Co-Immunpräzipitation über das myc-Tag der SHP2-Mutante zu testen,  
wurden COS7-Zellen transient mit SOCS3 oder SOCS3 und SHP2myc transfiziert. Mit den 
Zell-Lysaten der Zellen, die nur mit SOCS3 transfiziert waren, wurde zum Nachweis der 
SOCS3-Proteinbildung eine Immunpräzipitation gegen das Flag-Tag von SOCS3 
durchgeführt. Die Immunpräzipitation gegen endogenes SHP2 bestätigte noch einmal die 
Komplexbildung von SOCS3 und SHP2 (Spur 4). Zur Untersuchung der Interaktion von 
SHP2myc mit SOCS3 wurde eine Immunpräzipitation gegen das myc-Tag mit Zell-Lysaten 
der Zellen durchgeführt, die nur mit SOCS3 oder mit SOCS3 und SHP2myc transfiziert 
waren. Die Co-Präzipitation von SOCS3 konnte nachgewiesen werden (Spur 7). Da jedoch in 
dem Kontrollansatz (Spur 6) auch SOCS3 mit dem spezifischen Antikörper gegen das myc-
Tag präzipitiert werden konnte, muß man von einer unspezifischen Bindung des Antikörpers 
oder der Protein-A-Sepharose an SOCS3 ausgehen.  Somit läßt sich nicht sagen, ob SOCS3 
mit SHP2myc co-präzipitiert oder durch den Antikörper oder Protein-A-Sepharose präzipitiert 
wurde.  
Das beschriebene System eignete sich demnach nicht zur Untersuchung weiterer Co-
Immunpräzipitationen von SHP2myc-Mutanten und SOCS3.   
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Abbildung 3.10: Co-Immunpräzipitation von SOCS3 und SHP2myc.   COS7-Zellen  wurden wie  angegeben 
mit    Expressionsvektoren  für  SOCS3 (10µg)  oder  SHP2myc  (25µg) transfiziert. 48 h nach  der  Transfektion 
wurden  Zell-Lysate  hergestellt und  Immunpräzipitationen (IP)  wie angegeben  durchgeführt.  Die gebundenen 
Proteine wurden mittels SDS/PAGE aufgetrennt und im Western-Blot (IB) analysiert.
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4 Diskussion 
 
Die Rezeptoruntereinheit gp130 spielt eine zentrale Rolle in der IL-6-Signaltransduktion. Sie 
beinhaltet sechs zytoplasmatische Tyrosinmotive, die nach der Rezeptordimerisierung 
phosphoryliert werden und als Rekrutierungsstellen für verschiedene Effektor-Proteine wie 
STAT-Faktoren, SHP2 und SOCS3 dienen [12,30,32]. Bisher konnten wir zeigen, daß Ba/F3-
Zellen, die stabil mit einer gp130 Mutante transfiziert waren, bei der alle zytoplasmatischen 
Tyrosine außer einer STAT-Rekrutierungsstelle gegen Phenylalanin ausgetauscht waren, nach 
Stimulation mit IL-6/sIL-6R-Komplexen noch proliferieren können [100]. Aus diesem 
Befund wurde geschlossen, daß eine einzige STAT-Rekrutierungsstelle im gp130 für die IL-
6-vermittelte Proliferation in Ba/F3-Zellen ausreichend ist. Rezeptoren ohne STAT-
Rekrutierungsstellen, die nur das Tyr759 enthalten, konnten nach Zytokin-Stimulation keine 
Proliferation induzieren [100]. 
Dagegen haben Fukada et al. [79] die Notwendigkeit von SHP2 für die durch Aktivierung 
chimärer Rezeptoren induzierte Proliferation von Ba/F3-Zellen beschrieben. Das 
Rezeptorsystem dieser Autoren bestand aus der Extrazellulärdomäne des G-CSFR und dem 
Transmembran- und zytoplasmatischen Teil von gp130. Die meisten dieser Studien wurden 
mit G-CSFR/gp130YFYYYY-Chimären sowie mit trunkierten Rezeptoren, denen die drei 
distalen STAT-Rekrutierungsstellen von gp130 fehlten, durchgeführt [79].  
 
 
Einfluß des Tyr759 des gp130 auf die Zellproliferation 
Es galt nun die Diskrepanz der Befunde von Fukada et al. [79] und unseren Ergebnissen [100] 
aufzuklären. Ziel war, die IL-6-dosisabhängige Proliferation von Prä-B-Zellen, die gp130 
Rezeptoren ohne die SHP2-Rekrutierungsstelle exprimieren, mit der von Zellen, die    
wtgp130 auf ihrer Zelloberfläche tragen, zu vergleichen.  
Bei der Analyse von stabil mit gp130 oder der gp130(Y759F)-Mutante transfizierten Ba/F3-
Zellen konnte die Notwendigkeit des Tyr759 für IL-6-vermittelte SHP2- und Erk1/2-
Phosphorylierung bestätigt werden [48,78]. Eine dosisabhängige Aktivierung von SHP2 und 
Erk1/2 wurde nur in Zellen beobachtet, die den Wildtyp-Rezeptor gp130 exprimieren (Abb. 
3.2 A,B). Kürzlich zeigten Cacalano et al., daß die MAPK-Kaskade auch durch IL-2, EPO 
und PDGF über SOCS3, welches an den Rezeptor rekrutiert ist, aktiviert werden kann [102]. 
Ob das Tyr759 im gp130 nach IL-6 die Aktivierung der MAPK-Kaskade ebenfalls über 
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SOCS3 vermittelt, bleibt zu klären. Die in den Ba/F3gp130(Y759F) im Vergleich zu den 
Ba/F3gp130-Zellen gefundene IL-6-dosisabhängige Verstärkung der STAT-Aktivierung 
impliziert die inhibitorische Funktion des Tyr759 für die Jak/STAT-Signaltransduktion (Abb. 
3.2 C).  
Im Gegensatz zu den bisher publizierten Daten von Fukada et al. [79] zeigte sich eine IL-6-
abhängige Proliferation von Prä-B-Zellen bei fehlender SHP2-Phosphorylierung (Abb. 3.3 B). 
Interessanterweise weisen Ba/F3-Zellen, bei denen das Tyr759 des gp130 fehlt, eine verstärkte 
Proliferation bei geringen IL-6 -Konzentrationen gegenüber den Zellen mit dem Wildtyp-
Rezeptor gp130 auf. Das Tyr759 scheint nur bei hohen IL-6-Konzentrationen das 
Zellwachstum positiv zu beeinflussen (Abb. 3.2 B). 
Es ist schwer, die von Fukada et al.[79] und in dieser Arbeit verwendeten Zytokin-
Konzentrationen miteinander zu vergleichen. Fukada et al. stimulierten mit G-CSF bei 
Einsatz von chimären G-CSF/gp130-Rezeptoren [79]. Da Ba/F3-Zellen jedoch kein 
endogenes gp130 exprimieren, bevorzugten wir gp130 [29].  
Fukada et al. [79] fanden 100 ng/ml G-CSF als maximal effektive Konzentration für die 
Proliferation von Ba/F3-Zellen, die den chimären G-CSF/gp130-Rezeptor exprimierten. Die 
chimären Rezeptoren, bei denen das Tyr759 fehlte, waren bei der gleichen G-CSF-
Konzentration nicht in der Lage, Wachstum von Ba/F3-Zellen zu induzieren. Aus dieser 
Beobachtung schlossen die Autoren, daß die SHP2-Aktivierung für die Proliferation von 
Ba/F3-Zellen essentiell ist. Im Gegensatz zu unserer Arbeit wurde eine dosisabhängige 
Proliferation von Ba/F3-Zellen, die den mutierten Rezeptor exprimieren, nicht analysiert. Es 
ist daher sehr wahrscheinlich, daß die Beobachtungen von Fukada et al. den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit bei den höchsten Konzentrationen von IL-6 entsprechen. 
 
 
Beeinflussung der Zellproliferation durch SOCS3 
Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Unterschiede der Rezeptoren mit und ohne 
Tyr759 sind nicht unbedingt durch eine fehlende SHP2-Aktivierung zu erklären. Die Mutation 
des Tyr759 zu Phenylalanin bewirkt sowohl fehlende SHP2- als auch SOCS3-Bindung an 
gp130 [32,33]. Hieraus läßt sich schließen, daß die höhere Sensitivität der Ba/F3-
gp130(Y759F) bei geringeren IL-6-Dosen auf die  mangelnde Inhibition durch SHP2 und 
SOCS3 zurückzuführen sein könnte. Hierzu paßt die verstärkte STAT-Aktivierung der Zellen, 
die den mutierten Rezeptor exprimieren (Abb. 3.2 C) [103], was wiederum zu der bei 
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geringen IL-6-Konzentrationen beobachtete vermehrte Proliferation  der Ba/F3-
gp130(Y759F)-Zellen führen könnte. 
Bei Vorhandensein des Tyr759 des gp130 ist SOCS3 ein sehr potenter Inhibitor der IL-6 
induzierten Signaltransduktion. Dennoch resultieren hohe Konzentrationen an SOCS3 in einer 
Hemmung der Signaltransduktion über die Rezeptormutante, bei der das Tyr759 gegen 
Phenylalanin ausgetauscht ist (Abb. 3.7). So könnte die in den Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen 
beobachtete vermehrte SOCS3-Expression (Abb. 3.6) ebenfalls die verminderte Proliferation 
dieser Zellen nach Stimulation mit hohen Dosen IL-6 erklären. Trotz allem kann nicht 
ausgeschlossen werden, daß das Wachstum nach Stimulation mit großen Mengen IL-6 die 
Aktivierung der MAPK-Kaskade benötigt. 
Zusammenfassend läßt sich vermuten, daß die Notwendigkeit einer einzelnen Komponente 
der IL-6-Signaltransduktion, wie die Tyrosinphosphatase SHP2 oder die MAPK, von der für 
die Stimulation verwendeten Zytokin-Konzentration abhängt. 
 
 
Interaktion von SHP2 und SOCS3 
Als Regulatoren der IL-6-Signaltransduktion üben SHP2 und SOCS3 ihre Wirkung über den 
Phospho-Tyrosinrest759 des gp130 aus [12,32,33]. Die kürzlich gezeigte Interaktion von 
SHP2 und SOCS3 [32] wirft neue Fragen in der Negativregulation der IL-6-
Signaltransduktion auf. Von grundlegendem Interesse war zunächst einmal der 
Interaktionsmechanismus. Beide Proteine besitzen eine (SOCS3) bzw. zwei SH2-Domänen 
(SHP2) [12,40,53-56] und werden im Laufe der Signaltransduktion phosphoryliert 
[44,102,104]. Demnach könnte z.B. SHP2 über seine C- oder N-terminale oder beide SH2-
Domänen an phosphorylierte Tyrosine von SOCS3 binden, oder umgekehrt könnte die SH2-
Domäne von SOCS3 eine Bindung mit einem phosphorylierten Tyrosin der SHP2 eingehen. 
Die Interaktion könnte jedoch auch unabhängig von einer Phosphorylierung erfolgen. 
Leider verliefen die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente zur Untersuchung der 
Interaktion von SHP2 und SOCS3 nicht sehr vielversprechend. In anderen Ansätzen wurden 
Co-Immunpräzipitationen von SHP2 mit SOCS3-Deletions- und Punkmutanten durchgeführt. 
Sie lieferten Hinweise, daß die Punktmutation Arg71Glu in der SH2-Domäne von SOCS3 die 
SHP2/SOCS3-Komplexbildung beeinträchtigt. Desweiteren konnte in einer Peptidpräzi-
pitation die Interaktion von SOCS3 mit dem Phosphotyrosin542 von SHP2 gezeigt werden 
[103]. 
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Zusammenspiel von Tyr759, SHP2 und SOCS3 in der IL-6-Signaltrans-
duktion 
Schon seit längerer Zeit ist die Beteiligung von Tyr759, SHP2 und SOCS3 an der 
Negativregulation der IL-6-Signaltransduktion bekannt [32,38,52,74-78]. Es bleibt jedoch 
immer noch zu klären, inwieweit die bisher bekannten Mechanismen sich gegenseitig 
beeinflussen oder welche zusätzlichen Komponenten beteiligt sind.  
Die Mutation des Tyr759 im gp130 zu Phenylalanin führt neben einer verminderten SHP2-
Phosphorylierung zu einer vermehrten SOCS3-Gen-Induktion (Abb. 3.6). Die SOCS3-Gen-
Induktion könnte nach dem Ausmaß der SHP2-Aktivität reguliert werden, so daß trotz 
verminderter SHP2-Aktivität die Negativregulation aufrecht erhalten werden kann. Dieser 
Mechanismus würde insbesondere aufgrund der fehlenden SHP2-Phosphorylierung in dem 
System mit dem mutierten Rezeptor gp130(Y759F) zum Tragen kommen. Ferner bedarf es 
einer sehr hohen SOCS3-Konzentration, um inhibitorische Effekte über den mutierten 
Rezeptor zu erzielen (Abb. 3.7). Dies läßt sich vielleicht durch einen gp130-unabhängigen 
inhibitorischen Effekt von SOCS3 bei sehr hohen Konzentrationen erklären. 
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Über welchen Mechanismus verändert die Mutation Y759F im gp130 das 
Wachstumsverhalten? 
Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse beschreiben interessante Unterschiede im 
Wachstumsverhalten der Ba/F3-gp130- und Ba/F3-g130(Y759F)-Zellen. Von weiterem 
Interesse sind nun die Proteine und Mechanismen, die diese Unterschiede ausmachen. 
Die Abb.3.5 zeigt eine unterschiedliche Zellzyklus-Progression der Zellen beider Linien. Zu 
den  Schlüsselproteinen der Zellzyklus-Regulation zählen unter anderem das Retinoblastom-
Tumor-Suppressor-Protein (pRB), die Cyclin-abhängigen-Proteinkinasen (CDKs) sowie die 
Cycline. Es ist bekannt, daß in der mittleren und späten G1-Phase der Cyclin D/CDK4-
Komplex, in der späten G1-Phase der Cyclin 2/CDK2-Komplex und in der S-Phase der 
Cyclin A/CDK2-Komplex aktiviert werden [105]. Durch Analyse der unterschiedlichen 
Aktivitäten dieser Komplexe bekäme man einen Einblick, in welcher Phase des Zellzyklus 
sich die Zellen unterscheiden. Die Aktivierung der Cyclin/CDK-Komplexe geht jedesmal mit 
einer Hyperphosphorylierung des pRB einher, die aber nicht phasenspezifisch verläuft und 
somit für diese Untersuchung nicht von Interesse wäre. Fukada et al. zeigten, daß STAT3 an 
der verminderten Expression der CDK-Inhibitoren p21 und p27 beteiligt ist [106]. Die in den 
Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen im Vergleich zu den Ba/F3-gp130-Zellen beobachtete verstärkte 
STAT3-Aktivität (Abb. 3.2 C) könnte wiederum eine verminderte Expression oder Aktivität 
von p21 und/oder p27 zur Folge haben. Western- oder Northern-Blot-Analysen könnten 
weitere interessante Informationen liefern.  
Desweiteren konnten wir in den Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen eine konstitutive und nach 
Stimulation verstärkte STAT3-Ser727-Phosphorylierung beobachten (nicht publizierte Daten). 
Schuringa et al. zeigten, daß STAT3-Ser727-Phosphorylierung nach IL-6 Vav-abhängig ist 
[107]. Vav (p95) als Proto-Onkogen wiederum wird eine kritische Rolle in der Proliferation 
von B- und T-Zellen zugesprochen [108], weshalb der Vergleich der Aktivität von Vav in den 
Ba/F3-gp130- und Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen von Interesse ist. 
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Welche Bedeutung kommt dem Zusammenspiel von SHP2, SOCS3 und 
dem gp130 Tyr759-Motif in der IL-6-Signaltransduktion zu ?    
Die Beteiligung von SHP2, SOCS3 und dem Tyr759 an der Negativregulation des IL-6-
Signaltransduktionsweges ist schon seit längerer Zeit bekannt. Unsere vor kurzem gemachte 
Beobachtung, daß SOCS3 sowohl mit SHP2 als auch mit dem Phospho-Tyr759 interagiert und 
auch über dieses Tyrosin des gp130 wirkt [32,33], wirft viele weitere Fragen und Aspekte in 
Bezug auf die Signalabschaltung auf. 
Für die Bindung und Aktivierung der Tyrosinphosphatase SHP2  konnte gezeigt werden, daß 
ein einziges Tyr759 in einem gp130-Dimer ausreicht, um an dieses Motiv zu binden und über 
dieses zu wirken [101]. Die inhibitorische Wirkung von SHP2 kann auch bei Abwesenheit des 
Tyr759 erzielt werden, wenn die Rezeptor- oder Membrannähe von SHP2 durch z.B. einen 
Membrananker gewährleistet ist [103]. Wie verhält sich SOCS3? Benötigt SOCS3 auch nur 
ein Motif im gp130 oder beide, um seine Wirkung entfalten zu können? Genügt die räumliche 
Nähe zur Membran oder zum Rezeptor zur Entfaltung der inhibitorischen Aktivität? Analoge 
Experimente zu denen von Anhuf et al. [101] und Lehmann et al. [103] könnten weitere 
Antworten auf diese Fragen liefern.   
SOCS3 und SHP2 können ihre inhibitorische Wirkung unabhängig voneinander ausüben 
[103]. Es wäre nun interessant zu sehen, ob SOCS3 und SHP2 trotzdem an die gleichen 
Rezeptorkomplexe binden, und wenn ja, ob gleichzeitig oder nacheinander? Vielleicht läßt 
sich die Signalinhibition auch in zwei Phasen einteilen, mit der Tyrosinphosphatase als 
schnellen und SOCS3 als langsamen Inhibitor nach Inaktivierung von SHP2? Für die SOCS-
Proteine konnte eine SOCS-Box-abhängige Interaktion mit ElonginB/C gezeigt werden 
[68,69]. Über diesen Komplex könnten Proteine, die mit SOCS3 wechselwirken, dem 
Ubiquitin-abhängigen Proteasom zugeführt werden. Bisher ist beschrieben, daß die SHP2 im 
unstimulierten Zustand eine sehr lange Halblebenszeit von etwa 20 Stunden, SOCS3 dagegen 
eine sehr kurze von ungefähr einer Stunde hat [109].  Nun wäre es interessant, die 
Halblebenszeit der SHP2 nach Stimulation zu bestimmen, um beurteilen zu können, ob die 
Interaktion mit SOCS3 zu einer Degradation oder Inaktivierung von SHP2 führt. 
Neben der Beteiligung an der Negativregulation des IL-6-Signaltransduktionsweges  
verbindet das Tyr759 des gp130 diesen auch mit der MAP-Kinase-Kaskade. Neueste 
Ergebnisse zeigen eine Interaktion von SOCS3 mit RasGAP und eine verlängerte Erk-
Aktivierung durch phosphoryliertes SOCS3 nach Stimulation mit IL-2 [102]. Nun stellt sich 
die Frage, ob sich Analoges für den IL-6-Signalweg finden läßt. Die Bestimmung der Erk-
Phosphorylierung bei unterschiedlicher SOCS3-Menge könnte weitere Informationen liefern. 
62  Zusammenfassung 
6 Zusammenfassung 
 
Für die Signaltransduktion von IL-6 ist die Bildung eines ternären Zytokin-Rezeptor-
Komplexes bestehend aus IL-6, dem spezifischen α-Rezeptor gp80 und der 
signaltransduzierenden Untereinheit gp130 essentiell. Nach Bildung des Rezeptorkomplexes 
phosphorylieren die intrazellulär konstitutiv an gp130 gebundenen Janus-Kinasen Jak1, Jak2 
und Tyk2 die zytoplasmatischen Tyrosine von gp130. Diese stellen Rekrutierungsstellen für 
die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3, die Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP2 und 
den feedback Inhibitor SOCS3 dar. Die Rekrutierung der Tyrosin-Phosphatase SHP2 an den 
Phosphotyrosinrest 759 von gp130 und die sich anschließende Aktivierung der 
Ras/Raf/MAPK-Kaskade wird für IL-6-abhängige Regulation von Wachstum und 
Differenzierung verantwortlich gemacht. SHP2 ist jedoch auch an der IL-6-Signalabschaltung 
beteiligt. In Abhängigkeit von der Bindung an den Phosphotyrosinrest 759 von gp130 üben 
SHP2 und SOCS3 ihre inhibitorische Funktion aus.  
Die Stimulation von B-Zellen mit IL-6 führt zur Wachstums-Induktion dieser Zellen. Bislang 
lagen bei der Aufklärung der für das Wachstum essentiellen Faktoren und 
Signaltransduktionswege widersprüchliche Ergebnisse vor. Wir haben gefunden, daß ein 
einzelnes STAT-Bindungsmotiv in einer gp130 add-back-Mutante ausreichend ist, um eine 
IL-6-abhängige Proliferation zu induzieren [100]. Fukada et al. dagegen zeigten in ähnlichen 
Experimenten mit deletierten chimären Rezeptoren, daß zusätzlich zu STAT3 auch die SHP2-
Aktivierung für die Zellproliferation essentiell ist [79].  
Dieser Widerspruch sollte in der vorliegenden Arbeit bezüglich der Notwendigkeit des SHP2-
rekrutierenden Tyrosins 759 im gp130 aufgeklärt werden. Hierzu wurden murine Prä-B- 
Zellen (Ba/F3-Zellen), die kein endogenes gp130 exprimieren, stabil mit gp130 (Ba/F3-
gp130) oder einer Mutante, bei der der Phosphotyrosinrest 759 gegen Phenylalanin 
ausgetauscht ist (Ba/F3-gp130(Y759F)), transfiziert. Da eine mögliche Ursache für diese 
widersprüchlichen Beobachtungen in der Verwendung unterschiedlicher 
Zytokinkonzentrationen liegen könnte, wurde in dieser Arbeit die IL-6-dosisabhängige 
Proliferation von Ba/F3-Zellen dieser beiden Linien untersucht. 
Der durch die  Mutation Y759F bedingte Verlust der Phosphorylierung von SHP2 sowie der 
Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade konnte nach Stimulation der Ba/F3-gp130(Y759F)-
Zellen mit IL-6 nachgewiesen werden. Nach Stimulation mit IL-6 in höheren 
(unphysiologischen) Konzentrationen konnten wir ebenfalls wie von Fukada et al. 
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beschrieben, ein stärkeres Wachstum der Ba/F3-gp130-Zellen gegenüber den Ba/F3-
gp130(Y759F)-Zellen nachweisen. Allerdings wurde bei Stimulation mit niedrigen IL-6-
Konzentrationen eine stärkere Proliferation der Ba/F3-gp130(Y759F)-Zellen im Vergleich zu 
Ba/F3-Zellen, die Wildtyp-gp130 exprimierten (Ba/F3-gp130), beobachtet. Unsere Ergebnisse 
zeigen somit eindeutig, daß es bei niedrigen IL-6-Konzentrationen trotz fehlender SHP2- und 
MAPK-Kaskade-Aktivierung zu einem verstärkten Wachstum von Ba/F3-Zellen kommt. Die 
davon abweichende Interpretation der Daten von Fukada et al., die von einer SHP2-
aktivierungsabhängigen Proliferation von Ba/F3-Zellen ausgeht, läßt sich mit Wahl sehr 
hoher Zytokinkonzentrationen erklären.  
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